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31 JOHDANTO
Idiosynkrasialla ymmärretään yllättävän voimakasta ja odottamattoman tyyppistä,
terveydelle haitallista lääkeainereaktiota. Vaikka tällaiset reaktiot ovat hyvin
harvinaisia, ne ovat tärkeä syy potilaiden sairastuvuuteen ja kuolleisuuteen. Ne
muodostavatkin merkittävän kliinisen ongelman vakavuutensa ja huonon
ennustettavuutensa takia. Lisäksi idiosynkrastiset lääkeainereaktiot jarruttavat
lääkkeiden kehitystyötä aiheuttaen epävarmuutta lääkeainetutkimukseen, joka on
kunkin uuden lääkeainemolekyylin kohdalla pitkä ja kallis prosessi.
Lääkkeen haitalliset ja toksiset vaikutukset näkyvät yleensä maksassa, joka vastaa
elimistön vierasainemetaboliasta. Eläinkoemallit ennustavat huonosti mahdollisia
maksan idiosynkrastisia lääkeainereaktioita ihmisillä. Ihmisten koe-eläimistä
poikkeava reagoivuus voi johtua monista maksaa rasittavista ympäristötekijöistä,
joille ihmiset altistuvat, mutta koe-eläimet eivät – ainakaan samassa määrin. Näitä
tekijöitä voivat olla esimerkiksi alkoholi, metabolinen oireyhtymä, ympäristömyrkyt
ja portaalisen verenkierron kautta tulleet suoliston bakteerien endotoksiinit.
Maksavauriot ja tulehdukset voivat mahdollisesti lisätä herkkyyttä saada haitallinen
lääkeainereaktio maksassa. Tässä työssä päähuomio on kiinnitetty endotoksiinien
rooliin herkistäjänä.
Endotoksiinit eli lipopolysakkaridit ovat gram-negatiivisten bakteerien ulkoseinän
rakenneosia. Niitä päätyy suolistosta porttilaskimon kautta maksaan, jossa ne voivat
aiheuttaa tulehduksen. Lipopolysakkaridit indusoivat maksan Kuppferin solujen
sytokiinien, kuten tuumorinekroosifaktorin ja interleukiinien tuotantoa. Nämä
tulehduksen välittäjäaineet voivat vaurioittaa maksaa ja herkistää sitä mahdollisille
haitallisille reaktioille yhdessä muuten turvallisen lääkeaineen kanssa.
Lipopolysakkaridit stimuloivat myös valkosolujen kertymistä tulehduspaikalle ja
aktivoivat komplementtia ja muita tulehdusreaktioon osallistuvia tekijöitä.
Kun elimistö altistuu toistuvasti pienille määrille lipopolysakkaridia, saattaa syntyä
endotoksiinitoleranssi. Tällöin elimistö ei reagoi enää lipopolysakkaridiin yhtä
voimakkaasti kuin ensimmäisellä kerralla. Endotoksiinitoleranssin hyödyntäminen
4tulevaisuuden lääketieteessä voi auttaa vähentämään esimerkiksi leikkauksien,
palovammojen ja traumojen yhteydessä helposti syntyviä sekundäärisiä
tulehdusreaktioita ja mahdollisesti jopa endotoksiinishokkia.
2 KIRJALLISUUSKATSAUS
2.1 Endotoksiini ja lipopolysakkaridi
2.1.1 Nimeämisen historiaa
Endotoksiinit ovat patogeenien sisällä olevia luontaisia yhdisteitä, jotka ovat
potentiaalisesti toksisia. Endotoksiinit ovat bakteerien rakenteellisia osia, jotka
vapautuvat bakteerisolun hajotessa. Lipopolysakkaridit (LPS) ovat gram-negatiivisten
bakteerien ulkoseinän rakenteita. Tällaisia bakteereita ovat esimerkiksi Escherichia
coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus influenzae,
Bordetella pertussis ja Vibrio cholerae.
Endotoksiinia ja lipopolysakkaridia käytetään usein synonyymeinä johtuen niiden
historiallisesta taustasta. Bakteerien kyky tuottaa toksiineja havaittiin 1800-luvulla.
Endotoksiini-termi syntyi kun havaittiin, että gram-negatiiviset bakteerit itsessään
ovat toksisia. Seuraavien viidenkymmenen vuoden aikana selvisi, että endotoksiinin
vaikutukset johtuivat lipopolysakkaridista, bakteerin rakenteellisesta osasta (Sofer ja
Hagel 1997).
On olemassa muitakin endotoksiineja kuin lipopolysakkaridi. Esimerkiksi Bacillus
thuringiensis muodostaa sisälleen toksisia inkluusiopartikkeleita ja gram-positiivisiin
bakteereihin kuuluva Listeria monosytogenes tuottaa endotoksiinin kaltaista
myrkyllistä komponenttia sisälleen (Maitra ym. 1986). Tässä katsauksessa puhutaan
endotoksiinista ja lipopolysakkaridista selvyyden vuoksi samaa tarkoittavana asiana.
2.1.2 Lipopolysakkaridin tehtävät bakteerisolussa
Lipopolysakkaridin tärkein tehtävä on toimia bakteereilla selektiivisenä esteenä
ulkomaailman ja bakteerin välillä. Lipopolysakkaridin ansiosta bakteerien soluseinä
läpäisee vain pienen molekyylipainon omaavia, vesiliukoisia molekyylejä. Se suojaa
bakteeria antimikrobisilta aineilta ja lysotsyymiltä. Lisäksi se auttaa bakteeria
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polysakkaridirakenne vaihtelee bakteerityypistä riippuen.
2.1.3 Lipopolysakkaridin rakenne
Lipopolysakkaridia vapautuu vereen ja kudoksiin bakteerisolun hajotessa tai joutuessa
lyysiin. Monet LPS:n vaikutukset nisäkkäisiin johtuvat monien solujen ja tulehduksen
välittäjäaineiden aktivoitumisesta lipopolysakkaridin vaikutuksesta (Granado ym.
2008). Kuvassa 1 on esitetty lipopolysakkaridi gram-negatiivisen bakteerin soluseinän
rakenteellisena osana.
Lipopolysakkaridin molekyylipaino on noin 10kD ja se koostuu polysakkaridiketjusta
ja lipidiosasta, jota kutsutaan lipidi A:ksi. Lipopolysakkaridin biologinen aktiivisuus
on lähinnä hydrofobisessa lipidi A-osassa. Tässä osassa tapahtuu LPS:llä altistuneen
nisäkkään immuunipuolustuksen aktivoituminen. LPS:n vaikutukset ja vahvuus
vaihtelevat bakteerilajin mukaan ja riippuen eläinlajista, annosmäärästä sekä
annosreitistä, mitä kautta altistus tapahtuu (Todar 2008).
Polysakkaridiosa koostuu hydrofiilisestä perusrakenneosasta eli ytimestä, joka on
melko samankaltainen saman bakteerisuvun eri lajeilla. O-spesifinen ketju vaihtelee
rakenteeltaan enemmän ja vastaa pääosin bakteerin virulenssista ja suojautumisesta
elimistön puolustusreaktioilta. Polysakkaridin O-ketju vastaa bakteerin
kiinnittymisominaisuuksista ja fagosytoosilta estävistä tekijöistä (Todar 2008). O-
spesifinen osa vastaa pääosin lipopolysakkaridin antigeenisyydestä. Kuvassa 2 on
esitetty yksinkertaistettu malli lipopolysakkaridin rakenteellisista osista.
Kuva 1. Gram-negatiivisen bakteerin soluseinän rakenne ja lipopolysakkaridin
sijoittuminen siihen (Warsta 2008).
62.1.4 Lipopolysakkaridin vaikutukset elimistöön
Endotoksiini itsessään ei ole soluille myrkyllistä, eivätkä sen vaikutukset kohdistu
suoraan soluun. Kudosvauriot ja endotoksiinin muut haitat ovat seurausta elimistön
omista endotoksiinin aktivoimista soluista ja niiden vapauttamista välittäjäaineista.
Kyseessä on elimistön oma puolustusmekanismi, jota endotoksiini aktivoi
(Järveläinen 2000). Pahimmassa tapauksessa elimistö ylireagoi endotoksiinia vastaan,
jolloin seurauksena voi olla monielinvaurioita ja endotoksiinishokki.
Lipopolysakkaridin biologinen potentiaali on suuri, jo nanogrammojen altistus
kilogrammaa kohden aiheuttaa ihmisellä kuumeen useaksi tunniksi. Muita vaikutuksia
ovat esimerkiksi verenpaineen lasku, veren hyytyminen ja tulehduksen aktivoiminen
(Sofer ja Hagel 1997).
Suolistossa on valtava määrä bakteereita, joista monet ovat gram-negatiivisia.
Esimerkiksi ravinnon mukana imeytyy jatkuvasti pieni määrä endotoksiinia, joka
käsitellään kuitenkin nopeasti maksassa tai muiden lymfoidisten solujen toimesta. Jos
immuunipuolustus on heikentynyt, maksa on vaurioitunut tai endotoksiinia vapautuu
kerralla  paljon,  voi  endotoksi  saada  haitallisen  vasteen  aikaan  elimistössä.  Joskus
esimerkiksi antibioottikuurin aikana hajoaa kerralla paljon gram-negatiivisia
bakteereita, jotka voivat aiheuttaa tulehdusvasteen. Maksavaurion aikana kehittyy
myös helpommin endotokseeminen tila elimistöön (Järveläinen 2000).
Kuva 2. Kaavakuva lipopolysakkaridin rakenteesta (Warsta 2008).
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Siihen liitetään monia patofysiologisia muutoksia ja se voi vakavassa gram-
negatiivisen bakteerin infektiossa kehittyä endotoksiinishokiksi.
2.1.5 Lipopolysakkaridin vuorovaikutukset makrofagien kanssa
Makrofagien ja monosyyttien aktivaatiosta seuraa sytokiinien tuotantoa ja
komplementin sekä koagulaatiokaskaadin aktivoituminen. Sytokiinit stimuloivat
leukotrieenien ja prostaglandiinien tuotantoa, jotka vastaavat pääosin tulehdusreaktion
synnystä toimien sen voimakkaina välittäjäaineina. Komplementtikaskadin
aktivoituminen johtaa histamiinin vapautumiseen, josta seuraa vasodilaatiota. Lisäksi
neutrofiilejä kertyy paikalle kemotaksiksen vaikutuksesta. Koagulaatiossa tapahtuu
veren hyytymisen lisäksi fibrinolyysiä ja kiniinin erittymistä, josta seuraa
verenpaineen laskua. Myös sisäistä verenvuotoa voi esiintyä verihiutaleiden ja
hyytymistekijöiden liiallisen kulutuksen vuoksi (Todar 2008).
2.1.6 Lipopolysakkaridin signaalinvälitysreitti solussa
Lipopolysakkaridin aktivoima solun signaalikaskadi on paljon tutkittu monimutkainen
prosessi, jonka tarkkaa kulkumekanismia ei ole vielä pystytty selvittämään.
Vuonna 1998 identifioitiin ensimmäistä kertaa LPS-reseptori, toll-like 4-reseptorin
(TLR4) omaavien makrofagien pinnalta. Tämä edisti lipopolysakkaridin
signalointireitin tutkimusta (Poltorak ym. 1998).
Tämän hetkisen tutkimustiedon mukaan lipoproteiinia sitova proteiini LBP sitoo ensin
itseensä lipopolysakkaridin. LBP pilkkoo lipopolysakkaridin pienemmiksi osiksi.
LPS:n sitoutuminen TLR4:ään ei ole riippuvainen lipopolysakkaridia sitovasta
proteiinista mutta solun LPS:n aiheuttama aktivaatio on 100-1000 kertaa
tehokkaampaa LBP:n läsnäollessa (Järveläinen 2000). LBP on polypeptidi, jonka
aminoterminaalipää vastaa lipopolysakkaridin ja LBP:n spesifisestä sitoutumisesta.
Ketjun hiiilihydraattipää sitoo lipopolysakkaridit solun CD14-reseptoriin
(glycosylphospatidylinositol-anchored protein) (Xie ym. 2006), (Arditi ym. 1993).
Aktivoituvia tulehdustekijöitä ovat muun muassa neutrofiiliset granulosyytit,
verihiutaleet, koagulaatiokaskadin tekijät, monet sytokiinit ja makrofagit, maksassa
Kuppferin solut (Moulin ym. 2001).
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hiirimalleilla. Hiirillä, joiden makrofageissa oli normaalia enemmän CD14, esiintyi
liian voimakas reaktio endotoksiinin. Jos kyseinen reseptori poistettiin, ei elimistössä
syntynyt minkäänlaista vastetta LPS:ään. Lisäksi sidottaessa reseptorit vasta-aineilla
ei makrofageissa syntetisoitunut yhtään sytokiineja ja muita tulehduksen
välittäjäaineita (Järveläinen 2000).
Toll-like-reseptori (TLR) on solujen pinnalla oleva signaalinvälitysreseptori, joka
toimii yhdessä CD14-molekyylin kanssa. Sen avulla solu pystyy erottelemaan
patogeenejä ja aloittamaan patogeenia vastaavan sopivan signaalikaskadin. Lisäksi
toll-like-reseptorit auttavat luonnollista ja solunvälitteistä immuniteettia olemaan
yhteydessä keskenään indusoimalla useita ko-stimulatoorisia ja effektori molekyylejä.
Toll-like-reseptoreja on useita eri tyyppejä, joista lipopolysakkaridia sitoo itseensä
TLR4-reseptori.
TLR4 esiintyy lähes kaikissa elimistön soluissa, myös muissa kuin
immuunipuolustuksen soluissa. Maksassa TLR4-reseptoreja on Kuppferin solujen
lisäksi myös hepatosyyteissä. TLR4 on endotoksiineja sitova reseptori, joka aktivoi
signaalikaskadin, jonka johdosta solun tulehduksen välittäjäaineiden syntetisointi
kiihtyy.
TLR4:n säätely on monimutkainen mutta tärkeä prosessi. Normaalisti solussa on vain
vähän TLR4-reseptoreja ja niiden liikatuotanto johtaa yliherkkyyteen
lipopolysakkaridia kohtaan. Tällöin voi seurauksena olla stimulukseen nähden liian
voimakas elimistön tulehdusvaste (Harju 2004). Pienentynyt TLR4-ekspressio
liitetään endotoksiinitoleranssiin.
CD14:sta ei ole yhteyttä soluplasmaan, joten tarvitaan TLR4 viemään viesti solun
sisälle. TLR4 on ylläkuvatun monimutkaisen kaskadin välityksellä yhteydessä
toisiolähetti MyD88:aan. Täältä tieto kulkee monien väliportaiden kautta NF-?B:lle,
joka siirtää informaation tumaan. Tumassa NF-?B sitoutuu DNA:han ja saa aikaan
halutun lähetti-RNA:n tuoton oikeanlaisen proteiinin syntetisoimiseksi (Harju 2004).
NF-?B säätelee muun muassa tulehdussytokiinigeenien transkriptiota. Myöhemmin
on selvinnyt, että tämän signaalinvälitysreitin lisäksi on olemassa myös MyD88-
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esitetty yksinkertaistettu kuva lipopolysakkaridin signalointireitistä solussa.
2.2 Lipopolysakkaridit ja maksa
Maksalla on tärkeä rooli elimistön vierasainemetaboliassa. Sen kautta kulkevat suurin
osa suolistosta ja verenkierron mukana tulevista lääkkeistä, toksiineista ja muista
elimistölle tuntemattomista aineista porttilaskimoa ja maksavaltimoa pitkin.
Anatomisen sijainnin lisäksi maksan suuri verenkierto tekee siitä keskeisen elimen
immuunipuolustuksen kannalta, jossa Kuppferin soluilla eli maksan spesifisillä
makrofageilla on tärkeä rooli elimistölle vieraan aineen fagosytoinnissa (Uhrig ym.
2005). Lipopolysakkaridin vaikutukset näkyvät hyvin maksassa, koska maksa
puhdistaa elimistöä endotoksiineista ja lisää tulehduksen välittäjäaineiden
syntetisointia ja happiradikaalien muodostusta.
Yleisimmin endotoksiini-indusoituun maksaan liitettävät sytokiinit ovat
tuumorinekroosifaktori-alfa, interleukiini-1, interferoni-gamma, adheesiomolekyylit
ja kemokiinit (Xu ym. 2005).
Kuva 3. Lipopolysakkaridin signaalinvälitys solussa (warsta 2008).
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Septikemian aikana lisääntyvät etenkin typpimonoksidin ja tuumorinekroosifaktori-
alfan pitoisuudet maksassa. Näiden tekijöiden uskotaan olevan kriittisessä roolissa
maksan vaurioitumisessa.
Tulehduksen aikainen syntyvä maksavaurio ei johdu pelkästään lisääntyneistä
tulehduksen välittäjäaineista. Katabolisten hormonien määrän kasvun lisäksi myös
anabolisten hormonien määrä vähenee. LPS-pitoisuuden kasvu aiheuttaa insuliinin
kaltaisen kasvuhormoni-1 (IGF-1) pitoisuuden laskun veressä ja kudoksissa. IGF-1:llä
on tärkeä rooli maksaa korjaavana tekijänä tulehdusreaktiossa syntyneen vaurion
jälkeen (Granado ym. 2008).
Vakavimmillaan bakteerien lipopolysakkaridit voivat aiheuttaa endotoksiinishokin.
Septisen shokin patofysiologiassa on tyypillistä tulehduksen välittäjäaineiden
säätelemätön liikatuotanto. Yleisimmin esiintyvät välittäjäaineet ovat TNF-?, IL-1,
IL-6, IL-12 ja interferoni-?. Näiden liikatuoton seurauksena syntyy kudosnekroosia,
monielinvaurioita ja vakavimmillaan kuolema (Hsing ym. 2008). Tulehduksen
välittäjäaineet saavat monet solut tuottamaan reaktiivisia happiyhdisteitä, jotka
aiheuttavat soluvaurioita. Sepsis indusoi soluissa myös apoptoosia.
2.2.1 Endotoksiinilla altistetussa maksassa esiintyvät tulehduksen
välittäjäaineet
Tuumorinekroosifaktori-alfa
Tuumorinekroosifaktori-alfa eli TNF-? on tulehdussytokiini, jonka määrä lisääntyy
nopeasti endotoksiinialtistuksen jälkeen. Sen molekyylipaino on 45kD ja se on
rakenteellisesti lähes identtinen kakektiini-molekyylin kanssa, joka inhiboi
lipoproteiinilipaasia. TNF-? säätelee hepatosyyttien erilaistumista, hengissä
selviytymistä ja apoptoosia endotoksiinialtistuksen aikana (Cosgrove ym. 2008). Sen
määrän on todettu korreloivan syntyvän maksavaurion vakavuuteen. Kuppferin solut
tuottavat ja vapauttavat TNF-?:aa maksassa.
Makrofagit syntetisoivat ja erittävät TNF-?:aa nopeasti endotoksiinien indusoimana ja
sitä pystytään detektoimaan jo tunnin kuluessa altistuksesta. TNF-? on yksi
keskeisimmistä tekijöistä, jotka välittävät endotoksiinin vakavia, jopa letaaleja
vaikutuksia. Lisäksi TNF-? indusoi muiden sytokiinien, etenkin interleukiini-1:n
tuottoa (Morrison ja Ryan 1987).
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Tuumorinekroosifaktori on yksi tärkeimmistä välittäjäaineista, jotka vastaavat
tulehdusreaktion synnystä. TNF-? on mukana monessa autoimmuunisairaudessa,
jotka aiheuttavat kliinisiä ongelmia.
Esimerkiksi reumatoidi artriitti on systeeminen tulehdustila, jossa elimistön
immuunijärjestelmä hyökkää omia niveliään vastaan (Feldeman ja Maini 2003).
Muita autoimmuunisairauksia, joihin TNF-? usein liitetään ovat Crohnin tauti (Keane
ym. 2001), psoriasis ja astma. Näitä autoimmuunisairauksia hoidetaan monesti
estämällä TNF-?:n vaikutukset blokkaamalla TNF-?:n reseptorit jollain toisella
molekyylillä. Näistä TNF-inhibiittoreilla tehdyistä hoidoista on paljon onnistuneita
tuloksia (Feldeman ja Maini 2003).
Liikalihavuus on yleisin metabolinen häiriö länsimaissa. Siihen liitetään usein
kohonnut insuliiniresistiivisyys ja insuliinista riippumaton diabetes mellitus.
Tällaisessa tilassa ekspressoituu liikaa TNF:ää ja sen uskotaankin indusoivan osaltaan
liikalihavuudessa esiintyvää insuliiniresistenssia. Monissa kokeissa, joissa TNF:n
vapautuminen estettiin, insuliiniherkkyys parani huomattavasti (Uysal ym. 1998).
Interleukiini-1
Interleukiini-1 eli IL-1 on sytokiiniperhe, jota mononukleaarisolut tuottavat
endotoksiinin stimuloimina. Endotoksiini on yksi potenteimmista IL-1:n
syntetisoinnin indusoijista makrofageissa, pikogramman aktiivisuustaso
lipopolysakkaridia veressä voi riittää. Interleukiini-1 vaikuttaa tulehduksen ja
soluvaurion syntyyn itse solun sisäisesti sekä aktivoimalla solun muita välittäjäaineita.
Veren kaikki monosyytit pystyvät syntetisoimaan IL-1, jonka molekyylipaino on
17,5kD.
Interleukiini-1-perheen sytokiinien päävaikutukset elimistössä ovat kuume ja
lymfosyyttien aktivaatio bakteremian aikana. IL-1 lisää maksan akuutin faasin
proteiinien tuottoa ja stimuloi B- ja T-lymfosyyttien lisäksi endoteelisoluja ja
fibroblasteja (Morrison ja Ryan 1987).
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Interferoni-gamma
Interferoni-gamma eli INF-? on T-lymfosyyttien tuottama lymfokiini, joka aktivoi
makrofageja elimistön vierasainereaktioissa. Sen määrän on todettu lisääntyvän
maksassa ja muualla elimistössä yhdessä lipopolysakkaridin kanssa. INF-? stimuloi
makrofagien Fc-reseptorien tuottoa. Fc-reseptori vastaa antigeenin sitomisesta
makrofagin pintaan. Interferoni-gamman tuotto vaatii interleukiini-1 ja interleukiini-
2:sta, jotka aktivoivat T-solut tuottamaan INF-?:aa (Morrison ja Ryan 1987).
2.2.2 Ei-tulehdusta aiheuttavat välittäjäaineet
Tulehduksen välittäjäaineiden lisäksi elimistössä on myös tulehdukselta suojaavia
"anti-inflammatorisia" välittäjäaineita. Ne ovat elimistön oma suojamekanismi
tulehduksen elimistölle aiheuttamia haittavaikutuksia vastaan.
Ei-tulehdukselliset välittäjäaineet suojelevat ainakin eläinmalleissa sepsikseltä.
Monosyytit tuottavat ainakin interleukiini-10, interleukiini-1RA, ja kasvutekijä TGF-
? (transformin growth factor-beta) lipopolysakkaridialtistuksen jälkeen. Nämä ovat
tulehdusta vähentäviä välittäjäaineita, joista ainakin IL-10:llä ja TGF-?:llä on
hillitseviä vaikutuksia toistuvaan LPS-altistukseen (Randow ym. 1995). Niiden
vaikutus kohdistuu hillitsemään makrofagien sytokiinien kuten TNF-?:n tuotantoa.
Interleukiini-10 pidetään tärkeimpänä tulehdusta inhiboivana välittäjäaineena.
Tuumorinekroosifaktorin syntetisoinnin estämisen lisäksi IL-10 inhiboi IL-1:n tuottoa
ja estää NF-?B:n aktivaatiota solun signaalikaskadissa. IL-10 vähentää makrofagien
typpioksidin ja reaktiivisten happimolekyylien tuottoa. Eikosanoidien synteesi ja
adheesiomolekyylien yhteenliittyminen vähenee (Järveläinen 2000). Maksassa ei
normaalisti syntetisoidu interleukiini-10:tä, mutta endotoksiinien ja sytokiinien
läsnäollessa sen syntetisointi alkaa Kuppferin soluissa. Lisäksi maksavaurio indusoi
IL-10:n tuottoa (Järveläinen 2000).
2.2.3 Endotoksiinialtistetun maksan interaktiot eri tekijöiden kanssa
MAPK-proteiinikinaasin ja GAPDH-entsyymin vaikutus maksasoluihin
p38-mitogeenin aktivoima proteiinikinaasi MAPK osallistuu tulehdusreaktion
säätelyyn. Se säätelee sytokiinien tuotantoa, erityisesti CXC-kemokiinien
syntetisointia. CXC-kemokiinit houkuttelevat tulehdusreaktiossa leukosyyttejä
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tulehduspaikalle. MAPK säätelee TNF-? ja CXC -kemokiinien tuottoa endotoksiinilla
altistetussa maksassa. p38-mitogeenin aktivoiman proteiinikinaasin toiminnan
estäminen vähentää hepatosyyttien apoptoosia sekä tulehdusinfiltraattien kertymistä
maksaan altistuksen aikana (Klintman ym. 2005).
GAPDH eli glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasientsyymi on yksi keskeinen
komponentti LPS-altistetun maksan hepatosyyttien apoptoosia signaloivassa reitissä
(Xie ym. 2006). Sen tarkempaa vaikutusmekanismia ei vielä ole pystytty
selvittämään.
Neutrofiilien, trombiinin ja verihiutaleiden vaikutus maksaan tulehduksen
aikana
Tulehduksessa vapautuvien neutrofiilisten granulosyyttien, trombiinin ja
verihiutaleiden vaikutukset ovat sekä elimistöä suojaavia että kudostuhoa aiheuttavia.
Niitä tarvitaan esimerkiksi fagosytointiin, verisuonten supistumiseen,
verisuonivaurioiden korjaamiseen, veren hyytymiseen ja taudinaiheuttajien
tuhoamiseen proteaasien avulla. Toisaalta neutrofiilien degranulaatio aiheuttaa
paikallista kudosten vaurioitumista. Moulin ym. tutkivat neutrofiilien ja joko
trombiinin tai verihiutaleiden yhteisvaikutusta maksaan, johon oli indusoitu tulehdus
lipopolysakkaridilla. Heidän tutkimustuloksiensa mukaan tarvitaan sekä neutrofiileja
että trombiinia aiheuttamaan maksavauriota  LPS-altistetussa maksassa. Endotoksiini
yksinään ei aiheuttanut maksaan näkyviä vaurioita eikä verihiutaleiden osuutta
patomekanismissa pystytty osoittamaan (Moulin ym. 2001).
Typpimonoksidin vaikutus endotoksiinin vaurioittamassa maksassa
Liiallisella typpimonoksin (NO) muodostumisella on monia haittavaikutuksia
maksaan. Sitä tuottavat etenkin histiosyytit maksassa. Glukoosin uudismuodostus
vähenee ja mitokondrion hengitysketjun entsyymien syntetisointi estyy osittain tai
kokonaan. Lisäksi liika typpimonoksidipitoisuus voi aiheuttaa septisen verenpaineen
laskun ja monielinvaurioita (Ebisawa ym. 2004). Toisaalta typpimonoksidilla on
myös maksaa suojaavia vaikutuksia, joiden tarkkaa mekanismia ei tiedetä. Kubes
totesi tutkimusryhmänsä kanssa, että typpimonoksidi vaikutti epäsuorasti maksaa
suojaavasti maksan rasituksen aikana. Vasodilaation ansiosta maksan verenkierto
paranee, lisäksi lymfosyyttien, monosyyttien ja verihiutaleiden tarttuminen
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verisuonten endoteelisolujen pinnalle vähenee. Verihiutaleiden aggregaatio myös
pienenee NO:n vaikutuksesta maksassa (Kubes ym. 1991).
NO-määrän väheneminen lisää maksavauriota endotoksemian aikana (Vos ym. 1997).
Typpimonoksidisyntaasientsyymi NOS tuottaa typpimonoksidia. Tyyppi-2-NOS eli
iNOS on yksi NOSin kolmesta alaluokasta, jota ei syntetisoida normaalisti. Sen
ekspressio kasvaa endotoksiinin ja monien sytokiinien vaikutuksesta. Sitä tuottavat
maksassa Kuppferin solut ja hepatosyytit (Nussler ja Billiar 1993). Vos, Gouw ym.
totesivat tutkimuksissaan, että iNOS-entsyymin inhibiittorien SMT ja L-NAME
lisääntyminen vähensi typpimonoksidin määrää maksassa ja pahensi endotoksiinin
aiheuttamaa maksavauriota (Vos ym. 1997). Heidän tutkimusten perusteella NO:lla
on myös maksaa suojaavia vaikutuksia tulehdusreaktiossa.
Endoteliinin ja vaskulaarisen endoteeli kasvutekijän ekspression muutos
maksassa endotoksemian aikana
Endoteliini-1 (ET-1) ja vaskulaarinen endoteelikasvutekijä (VEGF) ovat verisuoniin
vaikuttavia tekijöitä. VEGF vaikuttaa verisuonten uudismuodostukseen ja niiden
permeabiliteettiin. ET-1 vaikuttaa verisuonten supistuvuuteen. Endotoksiinishokissa
sekä  VEGF  että  ET-1  määrät  nousevat,  jolloin  niiden  vaikutukset  kohdistuvat  myös
maksaan. Zaedin tutkimusryhmä (Zaedi ym. 2006) osoitti, että näiden tekijöiden
mRNA-ekspression lisääntyminen maksakudoksessa on osaltaan aiheuttamassa
maksavauriota endotoksemian aikana. Maksan sinusoidien läpäisevyyden kasvaessa
tulehdussolut pääsevät paremmin maksakudokseen ja toisaalta suonien supistuminen
voi heikentää maksan verenkiertoa. VEGF indusoi myös typpimonoksidin
muodostusta LPS-altistetussa maksassa (Dulak ja Jozkowicz 2003). VEGF sitoutuu
NO-reseptoreihin aloittaen kaskadin, joka johtaa typpimonoksidin lisääntyneeseen
tuotantoon. Typpimonoksidi voi aiheuttaa kudos- ja soluvauriota.
Insuliinin vaikutus maksaan lipopolysakkaridialtistetuilla rotilla
Pitkittynyt akuutin vaiheen responssi maksatulehduksessa aiheuttaa lisääntynyttä
sairastuvuutta ja kuolleisuutta. Tulehduksen aikana maksan homeostaasi kärsii, ja sen
solut ohjautuvat helpommin apoptoosiin. Maksakudos voi myös nekrotisoitua, ja
parenkyymisolukko vaurioituu (Jeschke ym. 2001).
15
Insuliinin on todettu parantavan maksan glukoosimetaboliaa ja edistävän
maksasolujen selviytymistä endotoksiinialtistuksen aikana rotilla (Jeschke ym. 2005).
Insuliini vähentää interleukiini-1:n ja interleukiini-6:n syntetisointia maksasoluissa ja
näin vähentää maksan tulehdusvastetta. Lisäksi insuliinin on todettu vähentävän
histiosyyttien apoptoosia pienentämällä kaspaasi-3:n konsentraatiota, joka osallistuu
solun ohjattuun kuolemaan johtavaan kaskaadiin. Insuliini vähensi myös ALAT- ja
ASAT-maksaentsyymien määrää, minkä on todettu nousevan seerumissa
maksatulehduksen aikana.
2.2.4 Endotoksiinishokki
Endotoksiinishokiksi kutsutaan systeemistä tilaa, jossa lipopolysakkaridin aktivoimat
solut reagoivat liian voimakkaasti tulehdusvasteeseen. Se aiheuttaa kudostuhoa,
verenpaineen laskua, tajunnan menetystä, veren liiallista hyytymistä,
hengitysvaikeuksia, monielinvaurioita ja pahimmassa tapauksessa kuoleman.
Endotoksiinishokki on iso kliininen ongelma, johon liittyy korkea kuolleisuus. Siinä
esiintyy suuria seerumin parametrien muutoksia ja vauriot kohdistuvat ensisijaisesti
maksaan, keuhkoihin ja lisämunuaisiin (Vergani ym. 1999).
Endotoksiinishokissa tuottuu kontrolloimattomasti TNF-?:aa, IL-1:tä, IL-6:ta ja
interferoni-?:aa. Tulehdussytokiinit saavat monet solut tuottamaan reaktiivisia
happiradikaaleja, jotka aiheuttavat elintoimintojen kannalta kriittisiin elimiin vaurioita
septisessä shokissa. Vakava sepsis ja septinen shokki indusoivat myös solujen
apoptoosia, joka voi johtaa eri elimien toimimattomuuteen (Hsing ym. 2008).
Endotoksisessa shokissa TNF-?:lla on merkittävä rooli. Sitä pidetään päätekijänä
sydämen ja verenkiertojärjestelmän sekä mahdollisten muiden elimien toimintakyvyn
pettämiseen. Antibioottihoidoista huolimatta nämä tekijät aiheuttavat suurta
kuolleisuutta ihmisillä (Ashkenazi ym. 1991). Estämällä TNF:n syntetisointi,
vapautuminen tai vaikutukset voitaisiin mahdollisesti estää monet endotoksiinin
letaalit vaikutukset.
Fagosytoivat solut tuottavat pääosan endotoksiinishokin aikaisista happiradikaaleista.
Pääosan tuottavat maksan Kuppferin solut, mistä johtuu maksan primaari altistuminen
happiradikaaleille. Maksassa tapahtuu pääosa patofysiologisista muutoksista
endotoksiinishokin alkuvaiheessa (Portoles ym. 1996). Happiradikaalit voivat
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aiheuttaa solukalvojen lipidiperoksidaatiota, vaurioittaa proteiineja ja
nukleiinihappoja. Lipidiperoksidaatiossa hapen vapaat radikaalit varastavat lipidien
elektroneja solukalvoilla ja aiheuttavat näin solun membraanivaurioita. Erityisesti
monityydyttymättömät rasvahapot vaurioituvat helposti (Portoles ym. 1996).
2.2.5 Maksan morfologisia muutoksia endotoksiinialtistuksessa
Maksassa tapahtuvat pääasialliset LPS:n aiheuttamat morfologiset ja metaboliset
muutokset johtuen sen tärkeästä roolista puhdistaa elimistö lipopolysakkaridista.
Vaikka soluviljelmä ei vastaa elävää organellia, on siinä helppo tutkia solujen
patofysiologisia muutoksia ja sitä on paljon käytetty maksatutkimuksissa.
Endotoksiinitutkimuksissa käytetään paljon E.coli ja Salmonella abortus
equi -bakteereista eristettyä LPS:ää. Alla on kuvattu joitakin tyypillisimpiä rotan
maksan muutoksia erilaisissa lipopolysakkaridialtistuksissa.
Soluviljelmä
· E.coli, maksan parenkyymisolut, 500 ?g/ml kasvatusliuos, 1h altistus
-Maksasolujen solukokoihin suurta heterogeenisyyttä
-Tumakoko kasvoi






Samoihin muutoksiin riitti pienempi LPS-määrä (10-200 ?g/ml kasvatusliuosta, 1h
altistus) Kuppferin soluilla, jotka ovat herkempiä lipopolysakkaridille kuin
parenkyymisolut (Vergani ym. 1999).
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Maksasolut in vivo
Yleisimmin LPS-injektio annetaan vatsaonteloon, porttilaskimoon tai suoraan
maksalohkoon. Käytetyt annokset vaihtelevat suuruusluokaltaan 0,1-50 mg/
ruumiinpainon kg.
· Salmonella abortus equi, 0,8 mg/kg suoraan maksalohkoon
-Kuppferin soluissa fagosyyttiset vakuolit lisääntyivät, suurenivat ja
niissä esiintyi paljon nieltyä LPS:ää
-Kuppferin soluissa mitokondriovaurioita sekä matriksissa että
kristoissa
- Kuppferin solujen sytoplasmassa paljon rasvapisaroita
-Muutamassa minuutissa LPS-injektion jälkeen alkoi verihiutaleita
kerääntyä Kuppferin solujen ja endoteelisolujen viereen. 1-6 h
injektiosta neutrofiiliset granulosyytit akkumuloituivat sinusoideihin.
Nämä aiheuttavat osaltaan  maksan mikroverenkierron heikkenemistä,
niiden suonia ahtauttavan  vaikutuksen takia. Osa maksaan syntyneistä
vaurioista voi johtua suoraan hapen puutteesta.
-5 päivän kuluttua Kuppferin solujen rakenne palasi ennalleen
(Van Bossuyt ja Wisse, 1988)
· E.coli, 16 mg/kg
-5 tunnin kuluttua todettiin endotoksinen shokki, maksan toiminta
normalisoitui kahdessa vuorokaudessa
-Maksan keskussuonissa veren koagulaatiota
-Karkeapintaisen endoplasmisen kalvoston määrä kasvoi, akuutin faasin
proteiinit lisääntyivät maksan hepatosyyteissä
(Portoles ym. 1996)
· E.coli, 25 mg/kg ja sitä suurempi annos
-Endotoksinen shokki, joka johti kuolemaan 6 tunnissa
-Hepatosyyttien ja Kuppferin solujen määrä kasvoi vuorokauden
kuluttua ja saavutti maksimimäärän 72 tunnissa
(Salakhov ym. 2000)
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2.2.6 Endotoksiinin vaikutukset keskushermostoon
Lipopolysakkaridilla ja siitä johtuvalla tulehduksen välittäjäaineiden määrän kasvulla
veressä on todettu olevan vaikutuksia myös keskushermostoon. Vaikutukset näkyvät
esimerkiksi unen tarpeen kasvuna, sosiaalisen kanssakäynnin muutoksina sekä
ruokahalun tai ruokailukäyttäytymisen muuttumisena (Cross-Mellor ym. 2004),
(Aubert ja Dantzer 2005). Lipopolysakkaridin on todettu vaikuttavan ainakin aivojen
hypotalamukseen.
2.3 Endotoksiinitoleranssi
Endotoksiinitoleranssi kuvaa tilaa, jossa toistuvat samansuuruiset
lipopolysakkaridialtistukset eivät aiheuta yhtä haitallisia vaikutuksia elimistöön kuin
ensimmäinen LPS-annos. Tulehdusreaktio, kuumeen indusoituminen, painon lasku ja
kuolleisuus vähenevät endotoksiinitoleranssin aikana. Endotoksiinitoleranssissa on
tyypillistä, että seerumin tulehduksen välittäjäainepitoisuus pienenee huomattavasti tai
niitä ei muodostu ollenkaan. Näin eivät myöskään endotoksiinin haitalliset
vaikutukset tulehduksen kautta vaurioita soluja. Endotoksiinitoleranssia on tutkittu
paljon 1900-luvulta lähtien, mutta sen tarkkaa syntymekanismia ja siihen vaikuttavia
tekijöitä ei ole täysin pystytty selvittämään.
Endotoksiinitoleranssi on ilmiönä kiinnostava. Sen mekanismin tarkka selvittäminen
on tärkeää, jotta sitä voitaisiin tulevaisuudessa hyödyntää lääketieteessä. Esimerkiksi
monet infektiot, palovammat, traumat ja leikkaukset voivat johtaa gram-negatiivisten
bakteerien määrän kasvuun suolistossa. Yleensä elimistön puolustuskyky on
tällaisessa tilanteessa valmiiksi kuormitettu ja lisähaasteet voivat olla sille liikaa. Jos
tällöin suoliston läpäisevyys endotoksiinille kasvaa, voivat seuraukset olla vakavat.
Endotoksiinitoleranssi ilmiön hallinta voi auttaa hillitsemään elimistön systeemistä tai
elinkohtaista tulehdusreaktiota (Liu ym. 2008).
Endotoksiinitoleranssi liitetään enemmän luonnolliseen kuin immuunivälitteiseen
immuunipuolustukseen liittyväksi. Esimerkiksi hiirillä, joilta puuttuvat kokonaan T-
solut, syntyy toleranssi-ilmiö. Tämänhetkisen teorian mukaan lähinnä luonnollisen
immuunipuolustuksen makrofagien toiminnassa ja geeniaktiivisuuksissa tapahtuu
muutoksia toleranssin aikana (Lendemans ym. 2008). Endotoksiinitoleranssi voi
syntyä yhden tai useamman LPS-altistuksen jälkeen. Sen syntyyn vaikuttavia tekijöitä
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ei täysin tunneta, mutta ainakin endotoksiinin annosmäärät ja -välit vaikuttavat,
samoin eläinlaji.
2.3.1 Endotoksiinitoleranssitutkimuksen historiaa
Vuonna 1894 saksalainen Centanni huomasi tutkimuksissaan endotoksiinitoleranssin
syntymisen. Hän käytti rokotteessa kokonaisia bakteereita indusoimaan kuumetta
hoidollisiin tarpeisiin. Toistuvat rokotukset vähensivät bakteerin pyrogeenisia
vaikutuksia ja tarvittiin yhä suurempia määriä rokotetta kuumeen aiheutukseen
(Beutler 2004). Vuonna 1942 Centanni todisti, että ilmiö liittyi solumekanismeihin
eikä serologiseen immuunivasteeseen. Samoihin aikoihin useat muutkin
tutkimusryhmät huomasivat toleranssi-ilmiön toistuvissa LPS-altistuksissa (Lehner
2002). Beeson huomasi vuonna 1947, että toleranssin syntyminen oli yhteydessä
retikuloendosyyttien ja lipopolysakkaridin interaktioon. Kanien kuumevaste väheni
bakteerin pyrogeeneja vastaan toleranssin aikana, eikä serologista spesifisyyttä
esiintynyt. Toleranssi esti tai vähensi kuumereaktiota lähes kaikkien gram-
negatiivisten bakteerien läsnäollessa. Kun toleranssin vaikutus viikkojen kuluttua
loppui, lisääntyi kuumevaste uudessa LPS-altistuksessa, vaikka vasta-aineita
endotoksiinia vastaan oli vielä jäljellä elimistössä (Beutler 2004). Lisäksi siirrettäessä
endotoksiinitoleranssin omaavan kanin seerumia kontrollikanille, jota ei ollut käsitelty
mitenkään, ei toleranssivastetta seurannut ensimmäisellä LPS-altistuksella vasta-
aineista huolimatta (Van Epps 2006).
Myös endotoksiinialtistusten määrällä on vaikutuksia toleranssin syntymiseen. Kun
Beutler altisti kokeissaan olevia kaneja vain kerran tai kaksi viikossa, oli syntyvä
endotoksiinitoleranssi pienempi kuin päivittäisen endotoksiiniannoksen saavilla (Van
Epps 2006).
2.3.2 Endotoksiinitoleranssin kaksi eri tyyppiä
Tämän hetken tietämyksen mukaan elimistössä voi syntyä kahta eri
endotoksiinitoleranssityyppiä, varhaista ja myöhäistä.
Aikaisen vaiheen toleranssin ajatellaan olevan immuunipuolustuksesta riippumaton.
Se on riippumaton antigeeneistä, eikä sen mekanismia ole tarkoin pystytty
selvittämään. Sen syntyaika ja kesto vaihtelee muutamasta tunnista pariin
vuorokauteen eikä tarkkaan tiedetä, mitkä tekijät tähän vaikuttavat. Aikaisen vaiheen
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endotoksiinitoleranssi liitetään pienentyneeseen tulehdusvasteeseen ja alentuneeseen
tulehduksen välittäjäaineiden kuten TNF-? ja IL-1 syntetisointiin (Lendemans 2008).
Varhaisessa vaiheessa syntyvä endotoksiinitoleranssi ei ole riippuvainen altistuksen
aiheuttaneesta bakteerilajista, toleranssi syntyy, vaikka käytettävä endotoksiini ei
olisikaan sama kuin ensimmäisellä kerralla herkistyksen aiheuttanut endotoksiini
(Lehner 2002).
Myöhäisen vaiheen toleranssi kehittyy viikkojen päästä lipopolysakkaridialtistuksesta
ja on riippuvainen LPS-ketjun O-spesifisen antigeeniosaan kohdistuvista vasta-
aineista. Myöhäisen vaiheen toleranssin on todettu olevan riippuvainen lymfosyyttien
ja vasta-aineiden toiminnasta (Greisman ja Hornick 1975). Koska myöhäisen vaiheen
toleranssivaste on riippuvainen antigeenisyydestä, voidaan se siirtää passiivisesti
seerumin välityksellä toiselle eläimelle tai ihmiselle. Yleensä myöhäisen faasin
toleranssi kestää muutamasta viikosta kuukauteen.
Se, millainen toleranssivaste syntyy, riippuu endotoksiinin antigeenisyydestä,
annosmäärästä, immunisaation syntynopeudesta sekä isännän immunologisesta
puolustuskyvystä ja sitä rasittavista muista tekijöistä.
2.3.3 Endotoksiinitoleranssin aikainen solun signalointireitti
Lipopolysakkaridin aiheuttamaa solun signaalireittiä ei ole tarkoin pystytty
selvittämään ja vielä vähemmän tiedetään toleranssin aikaisista solutapahtumista.
Lipopolysakkaridin sitoutuminen sitä sitovaan LBP-proteiiniin on saatu varmistettua.
Lisäksi tiedetään, että monet proteiinit kuten proteiinikinaasi-C, tyrosiinikinaasit,
mitogeenin aktivoimat proteiinikinaasit MAPK ja guaniininukleotidia sitova G-
proteiini osallistuvat signalointireittiin solussa (Durando ym. 1998).
Endotoksiinitoleranssi ei aiheudu nykytietämyksen mukaan makrofagien reseptorien
toiminnan estymisestä tai vähenemisestä vaan solutapahtumista translaation aikana tai
sitä ennen. Kuitenkaan tarkkaa endotoksiinitoleranssin mekanismia ei ole lukuisista
tutkimuksista huolimatta pystytty selvittämään. Tutkimustulokset vaihtelevat riippuen
eläinlajista, tutkimusasetelmasta ja monista muista tekijöistä.
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NF-?B ja STAT
Transkriptiotekijät ovat molekyylejä, jotka säätelevät proteiinien tuotantoa. Niiden
rooli on tärkeä geenien ominaisuuksien ilmentämisessä. Usein transkriptiotekijät ovat
solulimassa ja tarvitsevat aktivoituakseen jonkin stimulaation, jonka jälkeen ne
siirtyvät tumaan ja sitoutuvat spesifisiin DNA-säätelyjaksoihin. STAT eli "signal
transducers and activators of transcription" ja NF-?B eli nuclear factor ?B ovat
transkriptiotekijöitä, jotka esiintyvät usein tulehdus- ja immuunireaktioissa
(Fagerholm 2008). Lisäksi ne osallistuvat elimistön puolustukseen eri patogeenejä
vastaan ja säätelevät apoptoosia. Sytokiinit indusoivat STAT:n ja NF-?B:n tuotantoa.
Ziegler- Heitbrock huomasi vuonna 1995 tutkimusryhmänsä kanssa, että LPS-altistus
sai aikaan ihmisissä p50-molekyylin pitoisuuden kasvun solussa (Lehner 2002). Tämä
molekyyli sitoutuu NF-?B:n useisiin eri promoottorikohtiin estäen niiden toiminnan ja
näin p50 hillitsee TNF-?:n syntetisointia makrofageissa. Vuonna 1998 teoria sai
vahvistusta kun huomattiin, että hiirillä, joilta puuttui p50-molekyyli, ei muodostunut
lainkaan endotoksiinitoleranssia toistuvissa LPS-altistuksissa (Lehner 2002).
LPS:n vaikutusten inhibiitio toleranssin aikana voi tapahtua monessa eri kohtaa
signalointireittiä, ja sen tarkka sijainti ei ole vielä selvinnyt tutkijoille. Yleisesti
uskotaan, että NF-?B:n aktivaation esto p50:n muodostuksen avulla on tärkeää. Se
estää tulehdussytokiinigeenien transkription, mutta tulehdukselle inhibitorisia
sytokiinejä ekspressoidaan edelleen. Nämä tulehdusta vähentävät välittäjäaineet
hillitsevät LPS-responssia.
Vielä ei tiedetä, onko endotoksiinitoleranssi ilmiönä multifaktorielli vai johtuuko se
yhdestä yksittäisestä molekyylitapahtumasta (Beutler 2004).
SOCS
SOCS muodostaa sytokiinisignalointia suppressoivan geeniperheen, jossa on eräitä
tärkeimmistä LPS:n inhibiittoreista. Esimerkiksi SOCS-1-entsyymi häiritsee
interferoni-1:n signalointia, joka on endotoksiinialtistetussa elimistössä usein
esiintyvä tulehduksen välittäjäaine (Beutler 2004). Liu tutkimusryhmineen osoitti tänä
vuonna (2008), että endotoksiinitoleranssin aikana SOCS-1-entsyymien määrä
lisääntyi huomattavasti ja Kuppferin solujen aktiivisuus väheni. Kun SOCS-1-
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entsyymien syntetisointi estettiin, osa toleranssin tulehdusta hillitsevistä vaikutuksista
hävisi. Toleranssin muodostuminen ei kuitenkaan kokonaan estynyt, mikä antaa
viitteitä siitä, että SOCS ei ole ainoa tekijä, joka edesauttaa toleranssin muodostumista
toistuvien LPS-altistusten aikana (Liu ym. 2008).
2.3.4 Endotoksiinitoleranssin vaikutukset tulehduksen välittäjäaineisiin
Endotoksiinitoleranssissa eniten tutkittu tulehduksen välittäjäaine on TNF-?. Sen
määrän on todettu vähenevän huomattavasti toleranssin aikana. Vuonna 1992
huomattiin, että tuumorinekroosifaktorin syntetisoinnin väheneminen makrofageissa
tapahtuu jo lähetti-RNA:n pitoisuuden alenemisena (Lehner 2002). Tämä viittaa
siihen, että TNF-?:n suppressointi tapahtuu LPS:n solun signalointikaskadissa, ennen
translaatiota.
Myös muiden tulehduksen välittäjäaineiden syntetisointi vähenee toleranssin aikana
fagosytoivissa soluissa. Näitä ovat interleukiini-6, kolonisaatiota stimuloiva tekijä
CSF, interferoni-gamma (IFN-?) sekä interleukiini-1? ja -? (Lehner 2002).
2.3.5 Endotoksiinitoleranssissa esiintyvät ei-tulehdukselliset välittäjäaineet
Interleukiini-10 suojaa ainakin hiirimalleissa lipopolysakkaridin toksisuudelta ja
vähentää kuolleisuutta suuremmilla LPS-annoksilla. Sen on todettu olevan merkittävä
suoja elimistölle pyrittäessä estämään endotoksiinishokin muodostumista suurilla
LPS-annoksilla. IL-10:n merkitystä on tutkittu myös hiirillä, joilta puuttuu tämä ei-
tulehduksellinen välittäjäaine. Ensimmäisellä LPS-altistuksella hiiret reagoivat liian
vahvasti endotoksiiniin, kuolleisuus kasvoi ja makrofagit tuottivat normaalia
enemmän TNF-?:aa. Kuitenkin toistuvissa LPS-altistuksissa toleranssi indusoitui
normaalisti ilman interleukiini-10:tä (Berg ym. 1995). Tämä viittaisi siihen, että
vaikka interleukiini-10 osittain suojaa suuren yksittäisen LPS-annoksen
haittavaikutuksilta, sen merkitys ei välttämättä ole ratkaiseva
endotoksiinitoleranssissa. Randown tutkimusryhmä uskoo, että IL-10:llä on tärkeä
rooli toleranssin indusoitumisessa, mutta ei enää sen ylläpitämisessä (Randow ym.
1995).
Sytokiinien lisäksi myös arakidonihapon johdannaisilla on todettu olevan vaikutusta
makrofagien aktiivisuuteen tulehduksen aikana. Prostaglandiini-E2 (PGE2) hillitsee
TNF-?:n syntetisointia makrofageissa estämällä toisiolähetti cAMP:n toimintaa. Myös
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PGE2:n tuotto lisääntyy hyporeaktiivisissa makrofageissa toleranssin aikana (Lehner
2002).
Tunnetusti glukokortikoideilla on tulehdusta estävä vaikutus. Kortisonia käytetään
yleisesti ihmisillä hillitsemään tulehduksen kudostuhoa aiheuttavia vaikutuksia.
Kuitenkaan glukokortikoideja ei ole tutkimuksissa pystytty liittämään
endotoksiinitoleranssin syntyyn (Lehner 2002).
2.3.6 Verihiutaleet endotoksiinitoleranssissa
Endotoksiini aiheuttaa verihiutaleiden aggregaatiota. Ne tukkivat verisuonia,
vahingoittavat endoteelia ja indusoivat leukosyyttien määrän lisääntymistä ja
kertymistä paikalle. Walker ym. tutkivat vuonna 1978 verihiutaleiden osuutta
endotoksiinitoleranssissa. He käyttivät kokeissaan kaneja, joista osalle indusoitiin
endotoksiinitoleranssi. Endotoksiinitoleranssin aikana kanien verihiutaleet
muodostivat runsaammin aggregaatteja sekä toistensa että veressä olevan
endotoksiinin kanssa kuin kanit, joilla toleranssia ei ollut. Tutkijat arvelivat, että
verihiutaleet kuljettavat endotoksiinia verenkierrossa tehokkaammin makrofagien
poistettavaksi sitomalla sitä itseensä. Toleranssissa verihiutaleet saattavat myös
sakkautuessaan stimuloida retikuloendoteliaalisysteemiä (Walker ym. 1978).
2.3.7 Verenkierrossa tapahtuvat muutokset endotoksiinitoleranssin aikana
Valkosolujen kiinnittyminen endoteelisolujen pintaan alkaa niiden vierimisellä pitkin
verisuonen seinämää. Kiinnittyminen ja tunkeutuminen kudoksiin endoteelisolujen
välistä tapahtuvat integriinien, E-, L- ja P-selektiinien  sekä ICAM-1:n ja -2:n
välityksellä. Näiden adheesiomolekyylien syntetisointia ohjaavat esimerkiksi
sytokiinit, monet vapaat radikaalit ja endotoksiinit.
Elimistön pienentynyt responssi endotoksiiniin havaittiin ensi kertaa veren
monosyyteissä. Ilmiötä voidaan pitää isäntä elimistön yhtenä tapana välttää
kudostuhoa endotoksiinialtistuksen aikana. Tämä on erityisen tärkeää maksassa,
Kuppferin solujen joutuessa jatkuvasti puhdistamaan porttilaskimon verta (Uhrig ym.
2005). Uhrigin mukaan endotoksiinitoleranssin aikana Kuppferin solut tuottavat
interleukiini-10:ntä, joka on tulehdusta hillitsevä välittäjäaine. Lisäksi monosyytit
ekspressoivat vähemmän tulehduksen välittäjäaineita, sillä niiden solunsisäinen
signalointijärjestelmä estyy. Uhrig tutki mikroverenkierron muutoksia maksassa
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toleranssin aikana ja huomasi, että leukosyyttien vähentynyt adheesio johtui
vähentyneestä ICAM-1-molekyylien pintaekspressiosta, joiden välityksellä valkosolut
kiinnittyvät endoteelisolujen pintaan.
Kuppferin solujen lisäksi myös maksan sinusoidien endoteelisoluille kehittyy
endotoksiinitoleranssi. Toistuvassa endotoksiinin annostelussa leukosyyttien adheesio
endoteelisolujen pintaan vähenee. Tämä johtuu maksan endoteelisolujen
vähentyneestä ICAM-1-ekspressiosta (Uhrig ym. 2005). ICAM-1 on endoteelisolujen
membraanilla oleva adheesiomolekyyli, joiden määrä kasvaa yleensä
tulehdusreaktiossa. ICAM-1 on ligandi leukosyyttien LFA-1 reseptoriin. Leukosyytit
pääsevät kudoksiin sitomalla reseptorinsa endoteelisolun ICAM-1 reseptoriin.
Lendemans yms. (2008) tutki toistuvien endotoksiinialtistusten vaikutusta maksan
verenkiertoon ja veren valkosolujen liikkeisiin maksan sinusoidien valtimoissa ja
laskimoissa. Heidän tutkimusryhmänsä huomasi, että toleranssin aikana sinusoidien
valtimonpuoleisen pään neutrofiilisten granulosyyttien vierimis- ja
kiinnittymisvaiheet vähenivät selvästi. Sen sijaan leukosyyttien adheesio
endoteelisoluihin kasvoi maksan pienissä laskimoissa (Lendemans ym. 2008). Lisäksi
perfuusio parani maksan kapillaarien valtimoissa. Tämä oli tärkeä huomio, sillä
verenkierron heikkeneminen kudoksissa kudosvaurion aikana pahentaa syntyviä
vaurioita.
Vuonna 1997 huomattiin, että vain sinusoidien valtimonpuoleisen pään valkosolujen
adheesio aiheuttaa kudosvauriota. Lendemans uskoo, että laskimonpuoleisten
sinusoidien valkosolujen lisääntynyt adheesio voi olla yksi syy parantuneeseen
elimistön puolustukseen endotoksemian aikana toleranssissa.
2.3.8 Estrogeenin vaikutus endotoksiinitoleranssin kehittymiseen
Engeland tutki vuonna 2006 rotan hormonikierron vaikutusta endotoksiinitoleranssin
kehittymiseen toistuvien lipolysakkarialtistusten aikana (Engeland ym. 2006).
Kokeessa endotoksiinitoleranssia ei kehittynyt ollenkaan rotille, jotka olivat
hormonikierron proestrus-vaiheessa, mistä Engeland päätteli, että estrogeenin
määrällä voi olla vaikutusta endotoksiinitoleranssin syntymiseen. On kuitenkin
tehtävä lisää tutkimuksia hormonien vaikutuksesta endotoksiinitoleranssiin ennen
kuin voidaan niiden mahdollista vaikutusta pitää varmana. Usein tutkimuksissa
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käytetään urospuolisia eläimiä, jotta hormonien vaikutukset eivät monimutkaistaisi
tulosten tulkintaa ja luotettavuutta.
2.3.9 TNF-? -toleranssin muodostuminen sikiölle
Endotoksinen shokki on yksi merkittävä vastasyntyneiden kuolleisuuden lisääjä. Goto
huomasi tutkimusryhmänsä kanssa vuonna 1997, että pieni annos TNF-?:aa tiineenä
oleville rotille sai aikaan vastasyntyneille toleranssin tätä tulehduksen välittäjäainetta
vastaan. Kun vastasyntyneet rotat saivat lipopolysakkaridialtistuksen, ei voimakasta
tulehdusvastetta syntynyt, vaikka maksan TNF-?:n lähetti-RNA-pitoisuus nousi
samoin kuin seerumin TNF-?:n pitoisuus (Goto ym. 1997). Voi olla mahdollista, että
tulevaisuudessa emän rokottaminen TNF-?:lla voisi suojata vastasyntynyttä
mahdolliselta endotoksiinishokilta.
2.3.10 Endotoksiinitoleranssin hyötyjä ja haittoja
Leukosyyttien aiheuttamassa tulehdusreaktiossa tulehduksen välittäjäaineiden
epätasapainoinen ja muuttunut tuotto aiheuttaa patofysiologisia muutoksia elimiin ja
kudoksiin sekä niiden mikroverenkiertoon. Tästä voi aiheutua kudostuhon lisäksi
monielinvaurioita, endotoksiinishokki ja pahimmillaan kuolema. Sytokiinit,
arakidonihapon metaboliitit, lysosomaaliset entsyymit, happiradikaalit ja
typpiyhdisteet vastaavat suurelta osin muutoksista.
Kokeellisesti indusoitu endotoksiinitoleranssi suojaa koe-eläimiä monilta liiallisen
tulehdusvasteen haittavaikutuksilta. Ihmisilläkin on hyödynnetty LPS-altistushoitoa
muita sairauksia vastaan. Esimerkiksi kuumeterapian, jossa pyrogeenisen bakteerin
osia siirretään ihmisen vereen, hyödyt monia muita infektioita vastaan ovat
kiistattomat. Lipopolysakkaridihoidolla on edullisia vaikutuksia säteilyn
haittavaikutuksia vastaan, se rajoittaa tuumorien kasvua ja suojaa monilta
patogeeneilta (Lehner 2002). LPS-hoidon on todettu auttavan sekä gram-negatiivisten
että gram-positiivisten bakteerien ja sienten haittavaikutuksia vastaan.
Endotoksiinitoleranssin vaikutukset eivät kuitenkaan ole pelkästään hyödyllisiä.
Estämällä tai hillitsemällä elimistön omaa puolustusjärjestelmää altistutaan myös
herkemmin muille tulehduksille ja patogeeneille. Vaikka toleranssi suojaa monilta
taudinaiheuttajilta, toisaalta se myös altistaa elimistöä niille. Se, mihin ja miten suoja
kehittyy, on vielä nykytietämyksen valossa epäselvää. Esimerkiksi potilailla, joiden
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immuunipuolustus on estynyt tai vähentynyt, makrofagien TNF-?:n tuotto on selvästi
vähentynyt hilliten tulehduksen haittavaikutuksia. Kuitenkin näillä potilailla todettiin
vähentynyt MHC-2-pintareseptorien määrä ja ekspressointi (Lehner 2002). Tämä
solun reseptori vastaa immuunipuolustuksessa taudinaiheuttajien esittelystä T-soluille,
joka on välttämätöntä adaptiivisen immuunivasteen käynnistymiselle.
Endotoksiinirokotuksella aikaansaatu toleranssi, joka suojaa esimerkiksi sepsiksen
haitoilta, on yksi tulevaisuuden hoitotavoite. Monien lääketieteellisten hoitojen
seurauksena altistutaan helpommin muille infektioille, jolloin toleranssi-ilmiöstä voisi
olla apua. Endotoksiinin haittoja, kuten kuumetta ja jopa fataalejakin tulehdusvasteita
voitaisiin välttää käyttämällä LPS:n synteettisesti käsiteltyjä osia, jotka on tehty
myrkyttömiksi. Esimerkiksi lipopolysakkaridin synteettisesti valmistettu lipidi-A-osa
voisi indusoida toleranssin ilman toksisia haittoja (Lehner 2002).
Pittsburghin yliopiston sepsikseen erikoistunut spesialisti Mitchell Fink tiivistää
endotoksiinitoleranssin luonteen ja merkityksen mielestäni hyvin, joten lainaan häntä
suoraan: "Jos sapelihammastiikeri on purrut sinua, et lisäksi halua elimistöösi
systeemistä tulehdusta, jolloin endotoksiinitoleranssin muodostuminen on hyvä asia.
Asialla on myös kääntöpuolensa, sillä endotoksiinitoleranssi saa monet vakavasti
sairaat potilaat herkemmiksi sekundaarisille infektioille. Jos opimme jonain päivänä
manipuloimaan tätä ilmiötä, meillä on keino manipuloida koko tulehdusreaktiota"
(Van Epps 2006).
2.4 Idiosynkrastiset lääkeainereaktiot
Idiosynkrastiset lääkeainereaktiot ovat reaktioita, jotka tapahtuvat harvoin ja ennalta
arvaamatta. Idiosynkrasiaa käytetään usein synonyyminä idiopaattisen reaktion
kanssa, joka tarkoittaa sellaista reaktiota, jonka syytä ei tunneta. Ne eivät ilmennä
lääkkeen farmakologisia ominaisuuksia, eivätkä esiinny useimmilla potilailla
(Uetrecht 2008).
Idiosynkrastiset lääkeainereaktiot ovat merkittävä kliininen ongelma niiden
vakavuuden ja huonon ennustettavuuden vuoksi. Harvinaisuudestaan huolimatta
idiosynkrastiset lääkeainereaktiot ovat tärkeä syy potilaiden sairastuvuuteen ja
kuolleisuuteen. Lisäksi ne jarruttavat lääkkeiden kehitystyötä aiheuttaen epävarmuutta
lääkeainetutkimukseen, joka on pitkä ja kallis projekti. Sekä potilaiden että
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lääkeyhtiöiden edun kannalta on tärkeää tutkia näiden reaktioiden tarkempaa
mekanismia, jotta niitä voitaisiin paremmin ennustaa ja ennaltaehkäistä.
Idiosynkrastiset lääkeainereaktiot ovat tärkein syy akuuttiin maksavaurioon USA:ssa,
aiheuttaen näistä tapauksista noin puolet (Kaplowitz 2005). Nämä reaktiot ovat suuri
ongelma nykyajan lääkekehittelyssä ja tärkein syy lääkkeiden poisvetämiseen
markkinoilta. Idiosynkrasian pahimpia seurauksia voivat olla maksan akuutti
pettäminen, joka voi johtaa kuolemaan sekä maksan vaurioituminen niin pahasti, että
tarvitaan välitön maksan siirto. Idiosynkrastiset lääkeainereaktiot ovat vaikeita myös
sen takia, että kehitteillä oleva lääke ei useinkaan ilmennä mitään toksisuutta
lakisääteisissä eläinkokeissa. Haitat ihmiselle voivat ilmetä vasta kliinisissä kokeissa.
Lisäksi reaktiot ovat niin harvinaisia, että lääke voi ehtiä markkinoille yleiseen
käyttöön ennen kuin sen haittavaikutukset huomataan.
Idiosynkrastisia lääkeainereaktioita on tutkittu enemmän viimeisen kahdenkymmenen
vuoden aikana, mutta eteneminen on ollut hidasta. Kuitenkin geneettinen tutkimus on
vienyt tietämystä eteenpäin. Useat idiosynkrastiset reaktiot on pystytty yhdistämään
HLA-geeneihin, jotka vastaavat MHC-geenejä ihmisellä. Tätä on pidetty todisteena
idiosynkrastisten reaktioiden immuunivälitteisyydestä (Uetrecht 2008).
2.4.1 Idiosynkrastisten lääkeainereaktioiden erilaisia malleja
Tällä hetkellä on olemassa useita eri malleja ja teorioita idiosynkrastisista
lääkeainereaktioista. Monet tutkijat uskovat, että kaikki nämä teoriat voivat olla
oikeita, sillä idiosynkrasia on käsitteenä laaja.
Hapteenihypoteesi
Hapteenihypoteesi on vanhin teoria, joka syntyi jo vuonna 1935 (Landsteiner ja
Jacobs). Landsteiner huomasi, että pienet molekyylit eivät saa aikaan
immuuniresponssia ilman sitoutumista johonkin suurempaan molekyyliin kuten
proteiiniin. Lisäksi pienten molekyylien tuli olla reaktiivisia. Teoria sai nimen
hapteenihypoteesi ja lainaan sen määritelmän suoraan Uethrechtin artikkelista
(Uetrecht 2008): "Pienet molekyylit eivät ole immunogeenisia, mutta jos ne sitoutuvat
irreversiibelisti proteiiniin, modifioitu proteiini voi saada aikaan immuunivasteen.
Tätä pientä molekyyliä, joka sitoutuu proteiiniin ja saa aikaan immuunivasteen,
sanotaan hapteenimolekyyliksi".
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Nykytietämyksen mukaan uskotaan, että suurin osa idiosynkrastisista
lääkeainereaktioista johtuu reaktiivisista metaboliiteista. Tämä sopii hapteeniteoriaan,
sillä voidaan ajatella, että nämä reaktiiviset aineenvaihduntatuotteet toimivat
hapteeneina.
On kuitenkin paljon idiosynkrastisia reaktioita, jotka eivät ole tyypillisiä
immuunivälitteisiä reaktioita. Maksa on tästä hyvä esimerkki, sillä siihen liitetyt
idiosynkrastiset lääkeainereaktiot eivät yleensä ole immuunivälitteisiä. Niissä ei
esiinny tyypillisiä oireita, jotka liitetään immuunipuolustuksen toimintaan. Näitä ovat
esimerkiksi kuume, eosinofiilien lisääntyminen ja nopea vaste uudessa altistuksessa.
On siis mahdollista, että immuunivälitteisten idiosynkrastisten reaktioiden lisäksi olisi
olemassa myös metabolisia reaktioita, joita esimerkiksi maksassa esiintyisi useammin
(Uetrecht 2008).
Vaarahypoteesi
Vuonna 1994 Matzinger julkaisi artikkelin, jossa hän esitti ajatuksen, että
immuuninpuolustusjärjestelmä ei tunnistaisikaan elimistön omaa ja vierasta
materiaalia, vaan järjestelmän aktivoituminen perustuisi vaaran havaitsemiseen
(Matzinger 1994). Matzinger perusteli näkemystään sillä, että elimistön
immuuninpuolustusjärjestelmä ei aktivoidu pelkästään kohdatessaan vierasta
materiaalia, altistuuhan elimistömme esimerkiksi jatkuvasti suolistosta imeytyvälle
materiaalille. Jotenkin elimistön pitää tunnistaa, mikä on sille haitallista ja mikä ei.
Syntyi vaara- eli danger-hypoteesi, jossa elimistön puolustusjärjestelmä aktivoituu
kohdatessaan jonkin vaaran. Näitä vaarasignaaleja ovat esimerkiksi kudos- ja
soluvaurioissa vapautuvat aineet, jotkin stressiproteiinit kuten lämpöshokkiproteiinit
sekä hydrofobiset biologiset molekyylit (Matzinger 1994). Matzinger uskoo myös,
että endogeeniset vaaramolekyylit voisivat sitoutua samoihin toll-like-reseptoreihin
kuin elimistön ulkopuoliset patogeenit. Vaarahypoteesin ei tarvitse kumota
hapteeniteoriaa, sillä reaktiiviset metaboliitit voivat toimia vaarasignaaleina (Uetrecht
1999). Paljon tutkimusta täytyy kuitenkin tehdä, jotta tämä teoria voidaan osoittaa
varmaksi ja spesifioida paremmin esimerkiksi vaaraa aiheuttavat signaalit.
Hopkinsin tutkimusryhmä huomasi vuonna 1994, että useimmat reaktiiviset
metaboliitit, jotka sitoutuvat solun ulkopuolisiin antigeeneihin, saavat elimistössä
29
aikaan vasta-ainevälitteisen reaktion. Ne reaktiiviset metaboliitit, jotka sitoutuvat
solun sisäisiin antigeeneihin, saavat puolestaan aikaan soluvälitteisen
immuuninvasteen (Hopkins ym. 2005). Tämä on yleistä tavallisissa
immuunipuolustusreaktioissa ja näyttäisi pätevän myös idiosynkrasiassa.
Allergiset- ja ei-allergiset idiosynkrastiset haitalliset maksareaktiot
Kaplowitz jakaa artikkelissaan idiosynkrastiset maksatoksisuutta aiheuttavat
lääkeainereaktiot allergisiin ja ei-allergisiin. Allergiset reaktiot ilmenevät nopeasti ja
niihin liittyy tyypillisesti kuume, eosinofilia sekä nopea uudelleen ilmaantuminen
toistuvassa lääkkeen käytössä. Ei-allergiset reaktiot tulevat usein ilmi vasta pitkän
ajan kuluttua lääkkeen ottamisesta (Kaplowitz 2005). Esimerkiksi potilaan maksa-
arvot voivat olla puoli vuotta normaaleja ennen kuin lääke yllättäen alkaa ilmentää
hepatotoksisia vaikutuksia. On mahdollista, että tämä johtuu lääkkeen kertymisestä
maksaan, mikä tietyssä vaiheessa kasvaa niin suureksi, että hepatotoksisuus ilmenee.
2.4.2 Tulehduksen ja idiosynkrastisten lääkeainereaktioiden yhteys
Harvoin tapahtuvat idiosynkrastiset lääkeainereaktiot maksassa tapahtuvat yleensä
yhdessä lääkeaineen ja lievän, potilaalla jo ennalta olevan maksavaurion tai
tulehduksen kautta. Voi olla, että hapteeniteorian mukainen reaktiivinen metaboliitti
ei yksinään aikaansaa idiosynkrastista haitallista reaktiota maksassa, vaan tarvitaan
toinen altistava tekijä, joka voisi olla esimerkiksi lievä infektio tai tulehdus
(Kaplowitz 2005). Altistavat tekijät ovat usein oireettomia potilailla, mikä lisää
vaikeutta ennaltaehkäistä riskiä saada lääkkeen ja tulehduksen haitallinen interaktio ja
sen seuraukset. Esimerkiksi AIDS-potilailla on havaittu suurentunut riski saada
idiosynkrastinen lääkeainereaktio.
Tulehdushypoteesi on yleisesti käytetty maksan idiosynkrasioissa (Uetrecht 2007).
Maksan tulehdusreaktio ja lääkeaine voivat yhdessä aiheuttaa välittömän
maksavaurion.
Koe-eläimillä ja ihmisillä on todettu yhteys tulehduksen ja joidenkin muuten
turvallisten lääkkeiden yhdessä aiheuttamasta haittavaikutuksesta maksassa. Tulehdus
voi lisätä hepatotoksisen aineen potenssia tai muuttaa lääkeaineen vaikutuksia
hepatotoksiseksi (Ganey ym. 2004). Tämänhetkisen tutkimustyön tavoitteena on
selvittää, mikä on tulehduksen merkitys mahdollisessa syntyvässä lääkkeen
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maksatoksisuudessa ja miettiä keinoja, miten ennustaa, mitkä lääkkeet voivat
aiheuttaa toksisuutta tulehduksen kanssa.
Lipopolysakkaridilla on saatu indusoitua koe-eläimillä idiosynkrastisia
lääkeainereaktioita ja tämän avulla pyritään kehittämään malleja, joilla voitaisiin
paremmin ennustaa niiden mahdollista ilmenemistä myös ihmisillä ja oppia
ymmärtämään näiden reaktioiden mekanismeja paremmin (Ganey ym. 2004). LPS
lisää joidenkin lääkkeiden toksisia vaikutuksia sekä vähentää ihmisten ja eläinten
sietokykyä moniin hepatotoksisiin aineisiin.
Pelkästään lääkeaineet eivät ole maksalle idiosynkrastisesti toksisia. Monet
luontaistuotteet ja ruoka-aineet ovat osoittautuneet mahdollisiksi maksatoksisiksi
aineiksi (Kaplowitz 2005).
2.4.3 Geneettisten ja ympäristötekijöiden vaikutus idiosynkrastisiin
lääkeainereaktioihin
Idiosynkrastisiin lääkeainereaktioihin liitetään sekä geneettiset että ympäristötekijät.
Esimerkiksi ikä, sukupuoli, ruokavalio, mahdolliset muut lääkkeet, alkoholi yms.
voivat vaikuttaa maksavaurion mahdolliseen syntyyn (Ganey ym. 2004).
Esiintyvyys on todella pientä ja vaihtelee 1:100-1:100 000 riippuen lääkkeen
käyttäjästä ja muista edellä mainituista muuttuvista tekijöistä (Uetrecht 1999). Tämä
on yksi syy, miksi mahdollinen idiosynkrasia ei tule ilmi prekliinisissä kokeissa,
joissa käytetään melko pieniä koe-eläinmääriä (Ganey ym. 2004).
Geneettinen polymorfisuus selittää, miksi joillekin ihmisille kehittyy herkemmin
haitallisia ja ennalta arvaamattomia lääkeainereaktioita. Ganey esittää vuonna 2004
julkaistussa artikkelissa, että geneettisellä polymorfismilla voi olla merkittävä
vaikutus sellaisilla lääkkeillä, joilla on todettu olevan tulehduksen yhteydessä
suurempi riski saada idiosynkrastinen, haitallinen maksareaktio. Esimerkiksi
polymorfisuus sellaisessa geenissä, joka vastaa jonkin tulehduksen välittäjäaineen
koodauksesta, voi olla selitys siihen, miksi toisille ihmisille kehittyy voimakkaampi
tulehdusvaste. Ihmisillä on todettu polymorfisuutta TNF:ää koodaavassa geenissä,
mikä voi olla syynä siihen, miksi toiset ihmiset ovat herkempiä esimerkiksi
lipopolysakkaridin vaikutuksille (Louis ym. 1998). Vastaavaa polymorfisuutta
esiintyy myös ihmisten toll-like-reseptoreissa (Ganey ym. 2004). Geenien erilaisuus
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selittää myös, miksi toiset ihmiset sietävät erilaisia toksisia aineita paremmin kuin
toiset.
Mielestäni idiosynkrastisia lääkeainereaktioita voisi tietyllä tavalla verrata syöpään.
Niihin vaikuttavat lukuisat eri asiat ja todennäköisesti tarvitaan monta altistavaa
tekijää ja muuttujaa ennen kuin haitallinen lääkeainereaktio syntyy. Geneettinen
alttius yhdessä jonkin haitallisen ympäristötekijän kanssa voi aiheuttaa normaalisti
turvallisen lääkkeen hepatotoksisuuden.
Maksassa esiintyvät kliiniset muutokset idiosynkrasiassa
Lääkeaineet voivat aiheuttaa maksaan akuutin tai kroonisen maksasairauden.
Tyypillisimmät idiosynkrasian aikaansaamat maksavauriot liittyvät kuitenkin
useimmiten akuuttiin hepatosyyttien vaurioon sekä sapen kulkuun tai sappirakkoon
vaikuttaviin vaurioihin.
Tyypillistä akuutissa vauriossa on seerumin transaminaasien ja alkaalisten
fosfataasien pitoisuuden nousu sekä ikteruksen eri muodot (Kaplowitz 2005).
Sappivauriot maksassa eivät yleensä ole henkeä uhkaavia, mutta niihin liittyy usein
pitkittynyt ikterus.
Idiosynkrastisessa hepatotoksisuudessa esiintyy lähes poikkeuksetta seerumin
alaniiniaminotransferaasin (ALAT) pitoisuuden nousu. ALAT vapautuu
hepatosyyttien kuollessa ja sen pitoisuuden määritystä käytetään normaalisti
indikoimaan maksan vaurioita.
Hyvin harvoin idiosynkrastiset reaktiot voivat aiheuttaa maksaan kirroosia, steatoosia,
kroonista hepatiittia sekä erilaisia neoplasioita (Kaplowitz 2005).
2.4.4 Miten vähentää mahdollisuutta saada idiosynkrastinen lääkeainereaktio
Yleisesti ottaen eläinmallit korreloivat huonosti ihmisillä tapahtuvia idiosynkrastisia
lääkeainereaktioita. Eri eläinlajit reagoivat eri tavoin eri lääkkeisiin. Lisäksi
idiosynkrasia on todennäköisesti niin monesta asiasta riippuva tapahtuma, että
yhteistä mallia voi olla vaikea kehittää.
Yksi mahdollisuus olisi ennustaa idiosynkrasiaa biomarkkereiden avulla. Jos
onnistutaan kehittämään sellaisia markkereita, jotka indikoivat soluvaurioita,
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voitaisiin mahdollisesti myös tiedostaa riski mahdolliseen idiosynkrasiaan
lääkeaineen kanssa (Uetrecht 2008). Voi kuitenkin olla, että idiosynkrastiset reaktiot
ovat niin monimutkaisia ja erilaisia keskenään, ettei yhteistä markkeria ole
mahdollista kehittää. Varsinkin soluviljelmissä tapahtuvat reaktiot poikkeavat usein
elävän eläimen vasteesta kyseiseen aineeseen.
Koska useat idiosynkrastiset reaktiot johtuvat reaktiivisista metaboliiteista, jotkin
lääkeyhtiöt ovat alkaneet välttää pieniä, mahdollisesti reaktiivisia molekyylejä
lääkkeissään. Asialla on kuitenkin kääntöpuolensa, sillä monilla pienimolekyylisillä,
kovalenttisilla aineilla on suuri terapeuttinen vaikutus monien sairauksien hoidoissa.
Uethrechtin artikkelissa nostetaan esille mahdollisuus pienentää idiosynkrasian riskiä
tekemällä lääkkeistä potentimpia (Uetrecht 2007). Yleensä idiosynkrasiaa ei tapahdu
hyvin pienillä lääkeaineannosteluilla (Uetrecht 1999). Tämä voi johtua syntyvien
reaktiivisten metaboliittien pienemmästä määrästä.
Suurin osa potentiaalisista lääkkeistä, jotka voivat aiheuttaa idiosynkrasiaa, on
turvallisia useimmilla potilailla. Näin ollen riskipotilaiden tunnistaminen olisi tärkeää,
jotta muuten tehokasta lääkettä voitaisiin hyödyntää turvallisesti.
On tärkeää oppia ymmärtämään idiosynkrastisten lääkeainereaktioiden mekanismeja
paremmin. Tämä on kuitenkin vaikeaa niiden harvinaisuuden vuoksi. Lisäksi ne
poikkeavat paljon toisistaan ja niiden ilmenemiseen vaikuttavat monet eri tekijät ja
muuttujat. Esimerkiksi sama idiosynkrastinen reaktio voi toimia eri mekanismilla eri
lääkkeillä tai saman lääkkeen aiheuttama idiosynkrasia voi olla erilainen eri potilailla.
Näin ollen yhteisen mallin kehittäminen on todella vaikeaa, eikä ole ihme, että
idiosynkrastisten lääkeainereaktioiden tutkimus ei ole paljoa edennyt viimeisten
parinkymmenen vuoden aikana.
3 TYÖN TARKOITUS
Työn tarkoituksena oli määrittää endotoksiiniannos, jolla saadaan rottien maksaan
lievä tulehdusreaktio ja maksavaurio. Tätä endotoksiiniannosta on tarkoitus käyttää
myöhemmin tehtävissä lääkeainetutkimuksissa. Lisäksi pyrittiin indusoimaan
endotoksiinitoleranssi osalle rotista.
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4 AINEISTO JA MENETELMÄT
4.1 Koe-eläinosio
Koe jaettiin kahteen osaan; esikoe-1:een ja esikoe-2:een. Ensimmäisen kokeen
tulosten perusteella tehtiin työni varsinainen osa eli 2.esikoe.
Kokeet suoritettiin 1.4.08-syntyneillä Spraque Dawley-kantaa olevia urosrotilla.
Esikoe-1:ssä käytetyt rotat olivat 14-viikon ikäisiä ja niiden paino vaihteli välillä
420-470g. Esikoe-2:ssa rotat olivat 16-viikkoisia ja 420-530g:n painoisia.
Rotat saivat vapaasti pellettirehua (1324-elatusrehu, Autromin, Saksa) ja vettä.
Huoneen lämpötila pidettiin 21°C:ssa ja sen suhteellinen kosteus oli 65%. Huone oli
keinotekoisesti valaistu päivittäin klo 6-18. Kokeiden aikana rottia pidettiin
Makrolon-häkeissä neljän rotan ryhmissä.
Anestesiaan käytettiin hiilidioksidikaasua sekä isofuraania, varsinainen lopetus tehtiin
murtamalla rotan niska.
Eläinkoelautakunta myönsi 18.02.2008 luvan eläinkokeisiin. Koe-eläinluvan numero
on STH118A.
Koe-eläimillä suoritettavat tutkimukset tehtiin Helsingin yliopiston H3-koe-
eläinkeskuksessa. Käytetyt instrumentit tilattiin Oriolasta ja lipopolysakkaridi
Salmonella abortus equi Sigmalta (tuotenro: L5886, Source strain ATCC 9842).
Tutkimukseen käytettyjä rottia totutettiin ensin käsittelyyn ja ihmisiin muutamina
päivinä ennen kokeiden suorittamista. Tämä helpotti tutkimusten tekemistä sekä
vähensi rottien stressitasoa varsinaisissa kokeissa. Stressi saattaa vaikuttaa
välittäjäaineiden vapautumiseen sekä rottien käyttäytymiseen ja voi näinollen häiritä
tutkimuksia. Rottien häntiin tehtiin tussilla tunnistusmerkinnät ja ne punnittiin
tutkimusta edeltävänä päivänä. Painon perusteella laskettiin kullekin rotalle annettava
lipopolysakkaridimäärä. Rotat merkittiin juoksevalla numerolla 1-38, joista numerot
1 ja 2 olivat koe-eläinyksikön kasvattamia 20 viikon ikäisiä Spraque Dawley -kantaa
olevia urosrottia. Näitä käytettiin koemenetelmien harjoitteluun sekä toista rotista
myös kontrollina esikoe 1:ssä.
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Kokeissa käytetty lipopolysakkaridi Salmonella abortus equi säilytettiin jääkaapissa
4°C:ssa. Se liuotettiin 25 ml:ssa fysiologista suolaliuosta lämpölevyllä (Grant UBR,
Wolf Laboratories Limited, Pocklington, York, UK) 50°C:ssa 10 minuuttia.
Laimennettu lipopolysakkaridi säilytettiin pienemmissä erissä -70°C:ssa. Kokeissa
käytetty pitoisuus oli 1 mg/ml. Laimennukset tehtiin 0,9% NaCl-liuokseen.
Kokeet suoritettiin kahdessa vaiheessa. Esikoe-1:ssä käytettiin 6 rottaa, joiden avulla
pyrittiin löytämään sellainen endotoksiinin annostaso, jolla saataisiin rottien maksaan
hyvin pieni näkyvä maksavaurio ja TNF-?:n sekä interleukiini-1:n pitoisuuksien lievä
kasvu maksassa. Esikoe-1:ssä käytimme neljällä rotalle 3 tunnin vaikutusaikaa ja
kahdelle kahdeksan tunnin vaikutusaikaa. Käyttämämme annokset vaihtelivat












Esikoe-2:ssa käytettiin 30 rottaa, jotka jaettiin kolmen ryhmiin. Ryhmien
endotoksiiniannokset ja vaikutusajat valittiin esikoe-1:n perusteella. Kunkin ryhmän
kolme rottaa käsiteltiin samalla endotoksiiniannoksella ja vaikutusajalla. Kontrolleina
käytettiin 9 rottaa, joiden sijoittuminen eri aikapisteisiin valittiin satunnaisesti.
Kontrollit saivat pelkän NaCl-injektion, jonka tilavuusmäärä vastasi 0,5 mg/kg LPS-
annostasoa. Annokset olivat 0,5 tai 1 mg/kg suuruisia ja vaikutusajat vaihtelivat
yhden ja 24 tunnin välillä. Lisäksi pyrittiin saamaan aikaan endotoksiinitoleranssi
pienillä toistuvilla LPS-annoksilla. Endotoksiinitoleranssiryhmissä ensimmäisen
0,5 mg/kg-annoksen jälkeen annettiin uusi samansuuruinen annos vuorokauden
kuluttua. Toisessa endotoksiinitoleranssiryhmässä lopetukset tehtiin tunnin, toisessa
kolmen tunnin kuluttua. Kaikkien ryhmien annokset ja vaikutusajat on esitetty
taulukossa 2.









24 h kontrollit  NaCl
1h toleranssi 1.päivä 0,5 LPS2.päivä 0,5 LPS
3 h toleranssi 1.päivä 0,5 LPS2.päivä 0,5 LPS
3 h toleranssikontrollit 1.päivä:  NaCl2.päivä 0,5 LPS
Endotoksiinialtistusten jälkeen esikoe-1:ssä rotat sijoitettiin satunnaisesti pareittain
häkkeihin. Ryhmät sekoitettiin, jotta rottien käyttäytymisen arviointi sujuisi
puolueettomasti, ilman tarkempaa tietoa siitä, mikä rotta oli saanut minkäkin
annoksen. Esikoe-2:ssa rotat olivat omissa 4 hengen häkeissään. Endotoksiinin
vaikutusaikana rottien käyttäytymistä seurattiin ja havainnot kirjattiin ylös.
Kun LPS:n vaikutusaika oli kulunut, rotat tainnutettiin hiilidioksidilla suljetussa
muoviämpärissä. Taintuminen varmistettiin isofuraaniin kastetulla paperitukolla, joka
painettiin rotan kuonoon. Tainnutuksessa rotan rintakehä avattiin ja verinäyte otettiin
tyhjiöputkea (Venoject, Oriola) käyttäen sydämen oikeasta kammiosta. Tämän jälkeen
rotta lopetettiin murtamalla sen niska. Maksa irrotettiin ja siitä leikattiin sopivat
näytepalat tulehduksen välittäjäaineiden pitoisuuksien määrityksiin. Maksanäytteet
säilöttiin nestetyppeen. Maksa-ja verinäytteet kuljetettiin Viikin Eläinlääketieteellisen
korkeakoulun tiloihin. Maksanäytteet pakastettiin -70°C:een jatkotutkimuksia varten
ja verinäytteistä sentrifugoitiin seerumit erilleen, jotka myös pakastettiin -70°C:een.
4.2 Laboratoriotyöskentely
4.2.1 RNA:n eristys
RNA eristettiin ottamistamme maksanäytteistä, jotta saataisiin selville TNF-?:n ja
interleukiini-1:n geeniekspressio endotoksiinialtistusten jälkeen. Eristys tehtiin
Esikoe-2:ssa käytetyt aikapisteet ja lipopolysakkaridiannokset.
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GenElute Mammalian Total RNA-kitillä valmistajan ohjeiden mukaisesti (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).
Näytteisiin lisättiin lysispuskuria ja 2-merkaptoetanolia ennen RNA:n vapautumista
soluista RNaasien inaktivoimiseksi ja pelkistävien olosuhteiden aikaansaamiseksi.
Jäinen kudospala homogenisoitiin lysispuskurissa homogenisaattorilla (Ultra-Turrax
T8, IKA-Werke, Staufen, Germany). Tämän jälkeen lysaattiin lisättiin 70% etanolia ja
se suodatettiin kolumnin läpi, jotta suodoksesta saatiin poistettua solujäämät ja osa
DNA:sta. Suodos sidottiin seuraavaksi kvartsikolonniin, johon RNA sitoutui. RNA
pestiin ja eluoitiin, jolloin RNA irtosi kolumnista. RNA:n määrä analysoitiin
spektrofotometrilla (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific, Wilmington, Delaware,
USA).
4.2.2 DNaasi-käsittely
DNaasi-käsittelyssä käytettiin Ambionin DNA-free-kittiä (Ambion, St.Austin, USA).
Käsittelyn  tarkoituksena  oli  poistaa  häiritsevä  DNA,  jotta  saataisiin  pelkästään  RNA
erilleen. Lisäksi kitin tarkoituksena oli poistaa näytteestä DNaasi-entsyymi ja
divalentit kationit.
RNA-näytteisiin lisättiin DNaasi-puskuria ja Turbo-DNaasi-entsyymiä ja seosta
inkuboitiin +37°C:ssa puoli tuntia (Grant UBR, Wolf Laboratories Limited,
Pocklington, York, UK). Tämän jälkeen lisättiin DNaasin inaktivaatioreagenssi, joka
sitoi itseensä DNaasi-entsyymin ja häiritsevät kationit. Magnesium ja kalsium voivat
katalysoida RNA:n hajoamista lämmitettäessä, minkä vuoksi ne poistettiin seoksesta.
RNA-suodos erotettiin inaktivaatioreagenssista 2 minuutin inkuboinnin jälkeen
sentrifugoimalla (Centrifuge 5415 R, Eppendorf). Työvaiheet tehtiin valmistajan
ohjeiden mukaisesti.
4.2.3 cDNA-synteesi
Kun totaali RNA oli saatu erilleen, täytyi siitä seuraavaksi tuottaa komplementaarinen
DNA, josta halutun geenin ekspressiota pystytään mittaamaan qPCR:n avulla.
cDNA-synteesiin käytettiin RNA-vapaata vettä, satunnaisia nonameereja,
käänteistranskriptaasipuskuria (Promega, Madison, WI, USA), dNTP-mixiä
(Finnzyme, Espoo, Finland), RNaasi-inhibiittoria (Fermentas, Liettua), oligodT:ä sekä
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käänteistranskriptaasia. Käänteistranskriptaasi on DNA-polymeraasientsyymi, jonka
avulla yksijuosteisesta RNA:sta transkriptoidaan komplementaarinen yksijuosteinen
DNA-ketju.
cDNA-synteesi tehtiin PCR-laitteella (PT-200, MJ Research, Inc.,Waltham,
Massachusetts,USA) käyttäen ohjelmaa, joka inkuboi näytteitä tunnin + 55°C:ssa,
jonka jälkeen reaktio pysäytetään nostamalla lämpötilaa + 70°C:een 15 minuutiksi.
Ohjelman loputtua näytteet jäähdytetään + 4°C:een.
4.2.4 qPCR
Real-time PCR:ssä käytettiin valmista kittiä (Finnzyme DyNAmo), joka sisälsi
magnesiumin, entsyymin ja SYBR Greenin. SYBR Green PCR Mastermix sekoitettiin
hyvin vorteksoimalla ja putkea kääntelemällä. Sitä säilytettiin ja käsiteltiin valolta
suojattuna niin, että putki pidettiin alumiinifolion ympäröimänä. Liuosta säilytettiin
pakastimessa -20°C:ssa. Kittiin lisättiin steriiliä ultrapuhdasta vettä sekä  forward- ja
reverse-alukkeet.
Esikoe-1:ssä mitattiin tuumorinekroosifaktori-?:n ja interleukiini-1:n pitoisuudet.
Standardeina käytettiin TNF-?:sta ja IL-1:sta pitoisuuksia 10 6- , 10 7-  ja 10 8- g/?l.
Standardeja tehtiin joka pitoisuudella kaksi rinnakkaista. Näytteiden pitoisuuden
määrittämiseksi käytettiin valmista standardisuoraa. Standardit valittiin aikaisempien
ajojen perusteella niin, että ne osuivat mahdollisimman hyvin näytteiden
pitoisuusalueelle. Esikoe-2:ssa määritettiin pitoisuudet TNF-?:sta, IL-1:sta sekä
SUCCDHA:sta, jota pyrittiin käyttämään työssämme tulosten normalisointigeeninä.
Kaikkien standardeiksi valittiin pitoisuudet 10 7-  ja 10 8- g/?l. Näytteet ajettiin Rotor-
Genellä (RG-3000A, Corbett Research).
4.2.5 Seeruminäytteet
Seeruminäytteet analysoi ELT Satu Sankari. Näytteistä mitattiin kreatiinifosfaatin
(CK), aspartaattiaminotransferaasin (ASAT), alaniiniaminotransferaasin (ALAT),
kaliumin (K), kloridin (Cl), kreatiinin (Krea), natriumin (Na), sukkinaatti-
dehydrogenaasin (SDH), alkaalisen fosfataasin (AFOS) ja urean pitoisuudet. Työssä
käsiteltiin tarkemmin ASAT- ja ALAT-pitoisuuksia.
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4.2.6 Tulosten tilastollinen tarkastelu
Kvantitatiivisella PCR:llä ja seerumianalyysillä saaduista tuloksista laskettiin
aritmeettiset keskiarvot, jonka jälkeen aineistolle tehtiin tilastollinen käsittely  (SPSS
15.0.1 for Windows). Kontrollien yhtäläisyys testattiin t-testillä, jossa merkitseviä
eroja ei esiintynyt. Tämän perusteella 3 ja 24 tunnin kontrolliryhmät yhdistettiin
tilastollisen voiman lisäämiseksi. SUCCDHA:n käyttö normalisointigeeninä ei
onnistunut, sillä ryhmien välillä esiintyi tilastollisesti merkittäviä eroja
yksisuuntaisessa varianssianalyysissä. Normalisointi tehtiin näin ollen totaali-RNA:n
määrän avulla. Mikäli varianssianalyysin yleiset ehdot täyttyivät, ryhmiä vertailtiin
yksisuuntaisella varianssianalyysillä parametrikohtaisesti. Varianssien
epähomogeenisuustapauksessa vertailuun käytettiin Kruskal-Wallisin nonparametrista
varianssianalyysiä ja mikäli tilastollisesti merkitsevä ero löytyi, post-hoc-testinä
Mann-Whitney U:ta. Tilastollisen merkitsevyyden raja asetettiin 0,05:een.
5 TULOKSET
5.1 Käyttäytymismuutokset endotoksiinialtistuksen aikana
Kaikki rotat muuttuivat väsyneemmän oloisiksi endotoksiinialtistusten jälkeen. Niissä
oli havaittavissa kyyhöttämistä ja uneliaisuutta. Joillain esiintyi myös
reagoimattomuutta tai reaktioiden hidastumista esimerkiksi häkin koputteluun.
Liikkuminen väheni ja se oli lähinnä ryömimistä. Osalla rotista esiintyi myös
ripulointia ja löysiä ulosteita noin puolen tunnin kuluttua endotoksiinin saamisesta.
Rotilla ilmeni karvojen pörhistymistä viitaten muutoksiin ruumiinlämmön säätelyssä.
Nenästä ja silmistä valui usealla rotalla kirkasta, punertavaa eritettä. Muutamalla
rotalla vuoto oli niin runsasta, että silmät muurautuivat lähes umpeen. Tämä on rotille
tyypillinen reaktio stressin yhteydessä – eritteen väri johtuu fluoresoivasta
porfyriinistä (Sjöberg 2008). Myös lievää pään turpoamista esiintyi vuorokauden
kuluttua endotoksiinin saannista.
5.2 Seeruminäytteet
Seeruminäytteiden tuloksista käsitellään tässä työssä aspartaattiaminotransferaasin
(ASAT) ja  alaniiniaminotransferaasin (ALAT) pitoisuudet, jotka indikoivat parhaiten
maksassa tapahtuvia vaurioita rotalla (Yang ym. 1997). ALAT:n ja ASAT:n
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seerumipitoisuudet olivat lähes kontrollien tasoa, lukuunottamatta viimeisintä
lopetusaikapistettä 24 tunnin kohdalla. Vuorokauden kuluttua endotoksiinin saannista
sekä ASAT:n että ALAT:n pitoisuudet nousivat yli kaksinkertaiseksi. Tulokset on



























Kuva 4. Seerumin alaniiniaminotransferaasipitoisuus. Tulokset on






























5.3 Tulehduksen välittäjäaineiden pitoisuudet
Tuumorinekroosifaktori-?:n mRNA-ekspressio nousi yli kymmenkertaiseksi
ensimmäisen tunnin aikana LPS-injektion jälkeen. Tämän jälkeen pitoisuudet laskivat
tasaisesti ajan kuluessa. TNF-?:n pitoisuus oli 12 tunnin kuluttua lähes kontrollien
tasolla. Vuorokauden jälkeen TNF-?:n pitoisuus alkoi lievästi kohota.
Endotoksiinitoleranssiryhmän rotilla TNF-?:n pitoisuus oli sekä 1 että 3 tunnin
kuluttua huomattavasti pienempi kuin 1 mg/kg-saaneiden samojen aikapisteiden
ryhmien rottien pitoisuudet. Tulokset on esitetty kuvassa 6.
Kuva 5. Seerumin aspartaattiaminotransferaasipitoisuus. Tulokset on esitetty






























Interleukiini-1:n kohdalla pitoisuudet nousivat myös yli kymmenkertaisiksi
kontrolleihin nähden ensimmäisen tunnin aikana. IL-1-pitoisuuden lasku tapahtui
tasaisesti 12 tuntiin asti, ollen kuitenkin hitaampaa kuin TNF-?:n kohdalla.
Interleukiini-1:n pitoisuudet kohosivat jälleen 24 tunnin kuluttua.
Myös toleranssiryhmien rottien IL-1 pitoisuudet olivat kohonneet huomattavasti.
Tulokset on esitetty kuvassa 7.
Kuva 6. Maksan tuumorinekroosifaktori-alfan mRNA-ekspressio. Tulokset on































Seerumin ASAT- ja ALAT-pitoisuuksien taso pysyi kontrollien tasolla ensimmäisen
vuorokauden aikana. Tämä oli odotettavaa, sillä maksasolujen mahdollisten
vaurioiden synty kestää tunteja, eikä työssä käytetty endotoksiiniannos ollut suuri.
Monissa tutkimuksissa on havaittu koe-eläinten maksan ASAT- ja ALAT-
pitoisuuksien nousua seerumissa 6-24 h kuluttua LPS-injektiosta. Samassa yhteydessä
tehdyissä histopatologisissa määrityksissä on todettu maksasolujen vaurioitumista,
paikallista hepatosyyttien nekroosia ja maksatulehdusta (Yang ym. 1997, Slofstra ym.
2006).
Vuorokauden kuluttua sekä ASAT- että ALAT -pitoisuudet nousivat huomattavasti.
24 tunnin ryhmän pitoisuuksien keskiarvon huomattava nousu johtui yhden rotan yli
kuusinkertaisista ASAT- ja ALAT-arvoista. Niiden perusteella tämän yksilön
maksassa oli jo nekroosia ja syntynyt maksavaurio merkittävä.
Tuumorinekroosifaktori-?:n ja interleukiini-1:n pitoisuudet nousivat merkittävästi heti
ensimmäisessä aikapisteessä. Tämä kertoo tulehdussolujen aktivoitumisesta ja
tulehdusreaktion synnystä maksassa. Pitoisuuksien kymmenkertainen nousu on
Kuva 7. Maksan interleukiini-1 mRNA-ekspressio. Tulokset on esitetty
aritmeettisena keskiarvona ja tulosten hajontaa kuvataan
standardideviaation avulla.
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huomattava. TNF-?:n ja IL-1:n pitoisuuksien tasainen lasku on normaalia. Elimistön
tulehdussolujen välittömän aktivoitumisen jälkeen tulehduksen välittäjäaineiden
pitoisuus on korkeimmillaan. Kun tulehdusta aiheuttava tekijä, tässä tapauksessa
endotoksiini, vähenee elimistössä, heikkenee myös elimistön tulehdusvaste.
Kuppferin solut syntetisoivat ja erittävät TNF-?:aa nopeasti endotoksiinien
indusoimana ja sitä pystytään detektoimaan jo tunnin kuluessa altistuksesta (Cosgrove
ym. 2008). TNF-? indusoi muiden sytokiinien, etenkin interleukiini-1:n tuottoa
(Morrison ja Ryan 1987), jota myös makrofagit syntetisoivat (Pastor ja Suter 1999).
Tästä voi osaltaan johtua interleukiini-1:n myöhäisempi ja pidempi mRNA-
ekspression kasvu kuin TNF-?:lla. Myös Slofstran tutkimuksissa interleukiini-1:n
pitoisuuksien tasot laskivat TNF-?:aa hitaammin LPS-altistuksen jälkeen hiirillä
(Slofstra ym. 2006), kuten tässäkin työssä.
TNF-?:n seerumipitoisuuden on todettu olevan korkeimmillaan tunnin kuluttua LPS-
altistuksesta. Yangin tutkimusryhmä tutki TNF-?-pitoisuuden nousua seerumissa
LPS-injektion jälkeen aikapisteissä 0, 0.5, 1, 6 ja 24 h. Rottien sytokiinipitoisuudet
olivat korkeimmillaan tunnin kuluttua (Yang ym. 1997). Lisäksi IL-1:n pitoisuuden
on todettu olevan suurempi kuin TNF- ?:n (Slofstra ym. 2006), mihin viittasivat myös
oman työmme maksan mRNA-pitoisuudet.
TNF-?:n tulokset puhuivat lievän endotoksiinitoleranssin puolesta. Kuitenkaan
toleranssiryhmien IL-1:n mRNA-ekspressio ei vähentynyt yhtä selkeästi. Molemmat
sytokiinit produsoituvat makrofageissa, joten eri solutyypit eivät selitä, miksi
toleranssiryhmien TNF-?:n ja IL-1:n sytokiiniekpressio oli erilaista. On mahdollista,
että toleranssiannoksilla on herkempi vaikutus TNF-?:n kuin IL-1:n geeni-
ekspressioon maksan Kuppferin soluissa.
On todennäköistä, että annostaso 0,5 mg/kg oli liian suuri endotoksiinitoleranssin
aikaansaamiseksi. Lievä tulehduksen välittäjäaineiden nousu viittaisi vähäiseen
tulehdusreaktioon. Se, miksi sytokiinien pitoisuudet toleranssiryhmissä olivat
alhaisemmat kuin kerran endotoksiinia saaneissa ryhmissä, johtui todennäköisesti
puolet pienemmästä endotoksiiniannoksesta (0,5 mg/kg). Vaikka annos annettiin
kahdesti, on edellisen annoksen vaikutus todennäköisti jo loppunut ennen uuden
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LPS-injektion antoa. Näin endotoksiiniannoksen mRNA-pitoisuuden nousu ei ole niin
voimakasta kuin jos 2 x 0,5 mg/kg annos olisi annettu yhdellä kertaa.
Yhteenvetona endotoksiiniannos 1 mg/kg vaikuttaisi olevan sopiva myöhemmin
tehtäviin lääkeainetutkimuksiin. Sillä saatiin aikaan tulehduksen välittäjäaineiden
selkeä nousu, mikä kertoo tulehdusreaktion synnystä maksassa.  Lisäksi on
mahdollista, että 24 tunnin kuluttua endotoksiinin annosta kehittyy lieviä
maksavaurioita annoksella 1 mg/kg. Tähän viittaa seerumin ASAT- ja ALAT-
pitoisuuden kasvu joillakin yksilöillä.
Endotoksiinitoleranssin syntyyn annos 0,5 mg/kg vaikuttaa liian suurelta.
Todennäköisesti 0,1-0,2 mg/kg lipopolysakkaridia olisi lähempänä oikeaa.
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